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RESUMO

A bronquiolite obliterante pés-infecciosa € causa frequente de doenca pulmonar
obstrutiva na crianca. Ocorre geralmente apos quadro de bronquiolite viral aguda
nos primeiros 24 meses de vida. Varios virus (virus respiratorio sincicial, influenza,
parainfluenza e adenovirus), podem determinar o quadro agudo e destes, o
adenovirus é o mais frequente. A bronquiolite obliterante apresenta-se com quadro
clinico respiratério com algumas semelhancas a fibrose cistica. A presenca de
uma mutacdo do gene da fibrose cistica implica em uma perda de até 50% da
funcdo da proteina CFTR. Isto € suficiente para dar origem a expressao fenotipica
de sintomas da doenca fibrose cistica como bronquiectasias, rinossinusite crénica,
polipose nasal, pancreatite crénica e azoospermia. Como bronquiolite obliterante e
fibrose cistica compartilham sinais e sintomas (doenca pulmonar obstrutiva
cronica, bronquiectasias, bronquite cronica), € possivel que a presenca de uma
mutacdo FC possa ser fator predisponente ou facilitador para o desenvolvimento
de bronquiolite constritiva, apds um quadro de bronquiolite viral aguda. Foram
avaliados 42 pacientes ndo aparentados, com diagnostico clinico-radiolégico de
bronquiolite obliterante pés-infecciosa para a presenca das mutacdes FC (DF508,
G542X, G551D, R553X, R1162X e N1303K). Os critérios de exclusdo foram
tuberculose, imunodeficiéncias, HIV, deficiéncia de alfa 1 - antitripsina e FC. Entre
0s 42 pacientes, 100% internaram na fase aguda da bronquiolite viral, destes 19
(45,0%) em UTI e na evolugcdo, 95% reinternaram. Houve predomino do sexo
masculino (69,0%), onde a doenca teve apresentacdo mais grave e a idade variou
de 3-126 meses. Dos pacientes que realizaram TCA, apenas 03 de 29 (10,3%)
apresentaram sensibilizacdo atépica. Os achados na tomografia computadorizada
de torax de alta resolucdo foram perfusdo em mosaico, bronquiectasias e
atelectasias. A espirometria foi realizada em 20 pacientes e 18 apresentaram
distarbio ventilatorio obstrutivo. A auséncia de resposta broncodilatadora foi
observada em 17 (85%) dos casos. A presenca de uma mutacdo no gene CFTR
foi observada em 4 pacientes, (IC de 95%; 0,007 a 0,18) 4,8 vezes superior ao da
populacdo normal (IC de 95%; -0,02 a 0,06). A BO apresentou associagdo com
mutacdes do gene CFTR neste grupo de pacientes. A etiologia desta complicacéo
de bronquiolite viral apresentou, neste grupo de pacientes, componente genético
CFTR relacionado.

Palavras - chave: bronquiolite obliterante, mutacdes CFTR, fibrose cistica,

doencas relacionadas ao CFTR.
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ABSTRACT

Post-infectious bronchiolitis obliterans (BO) is a frequent respiratory obstructive
disease in children in the first 2 years of life. Different virus can cause an acute
infection preceding the chronic disease. Among them, adenovirus is the most
frequent virus. Clinical features of post-infectious bronchiolitis obliterans are
similar to those of cystic fibrosis (CF). The expression of a single CF gene
mutation implies in 50% loss of cystic fibrosis transmembrane regulation (CFTR)
protein. This originates the phenotypes of CF, such as bronchiectasis, chronic
rhinosinusitis, nasal polyps, chronic pancreatitis and obstructive azoospermia
(congenital bilateral absence of the vas deferens). Possibly a CF mutation could
be a predisposing factor for the development of constrictive bronchiolitis after a
viral infection. In order to test this hypothesis, 42 unrelated patients with post-
infectious bronchiolitis obliterans were screened for 6 CF mutations (DF508,
G542X, G551D, R553X, R1162X and N1303K). Diagnosis de BO was based
upon clinical criteria, CT scan findings and exclusion of other diseases like cystic
fibrosis, immunodeficiency, tuberculosis, alpha-1 antitrypsin deficiency, HIV.
Twenty eigth patients were male (69%), age ranged 3-126 months. All (n=42)
were hospitalized during the acute phase, 19 (45%) of them in the ICU, and 40
(95%) required a second hospitalization. The findings of the high-resolution
computed tomography in 40 cases were mosaic perfusion, bronchiectasis and
atelectasis. Pulmonary function tests were performed in 20 patients and showed
fixed mild airway obstruction in 18. Seventeen patients (85%) had a negative
bronchodilator response. CFTR mutation carriers in 4 of 42 (95% IC; 0,007 a
0,18) post-infectious BO patients were greater than would be expected in a
normal population (95% IC; - 0,02 a 0,06). There is an increased occurrence of
CFTR mutations in children who have bronchiolitis obliterans and do not meet
diagnosis criteria for CF. These findings suggest that CFTR mutations do have a
major role in the pathogenesis of post-infeccious BO and further investigation is
needed to establish the predisposing factors in the development of this disease.
Key - words: post-infectious bronchiolitis obliterans, CFTR mutations, cystic
fibrosis, CFTR-related disorders.
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1 INTRODUCAO

A bronquiolite obliterante (BO) € uma doenca caracterizada por processo
de inflamacéo e fibrose das vias aéreas. Entre as varias etiologias descritas em
criangas, a BO-p0s infecciosa é a causa mais frequente no sul do Brasil (TEPER,
FISCHER, JONES, 2002). A BO pode ocorrer em qualquer idade, embora a maioria
das criancas afetadas € lactente, uma vez que nesta idade sdo frequentes as
infeccdes respiratdrias (SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004).

N&o existem dados epidemioldgicos disponiveis, mas aparentemente a
BO pés-infeciosa tem alta prevaléncia na regido sul do Brasil, Uruguai, Argentina e
Chile, e € uma das principais causas de doenca pulmonar crénica da infancia nestas
regibes. Os fatores de risco, fisiopatologia, altera¢Bes inflamatorias e de funcao
pulmonar ndo sdo bem conhecidos (TEPER, FISCHER, JONES, 2002). E
relativamente comum apdés quadro de pneumonia ou bronquiolite por adenovirus e
os fatores predisponentes nesses lactentes tém sido os mais estudados. Em
criangas com infec¢cdo por adenovirus, o HLA DR8-DQB1*0302 é mais frequente
nos pacientes que desenvolvem BO pds-infecciosa (TEPER et al., 2004). Aumento
das concentracoes séricas de IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa, assim como
reducdo do numero de células natural killer, CD4 e células B1 ocorrem em criangas
com pneumonia grave por adenovirus (MISTCHENKO et al., 1994; MISTCHENKO
et al.,1998). Os dados sugerem que a resposta do hospedeiro pode ter papel
importante na gravidade da pneumonia por adenovirus, assim como para O
desenvolvimento de bronquiolite obliterante pds-infeciosa em algumas criangas e
adolescentes. E provavel que os mecanismos fisiopatoldgicos variem de acordo
com a causa ou problema subjacente associado com a bronquiolite obliterante. Por
exemplo, na bronquiolite obliterante associada a transplante de pulmé&o, a reacéo

enxerto versus hospedeiro, isquemia, infec¢des virais e inflamacéo sdo os principais



fatores que determinam o aumento de citocinas profibréticas e o desenvolvimento
de fibrose bronquiolar (REYNAUD-GAUBERT et al., 2002).

As manifestacdes clinicas de BO pos-infecciosa sdo de bronquite cronica,
com tosse, sibilancia e dificuldade respiratéria. No exame fisico € freqliente a
presenca de estertores bolhosos, que geralmente estdo associados a
bronquiectasias (SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004).

A fibrose cistica € uma doenga genética, autossdbmica recessiva que
compromete o aparelho respiratério (sinusite, polipose, bronquite), digestorio
(insuficiéncia pancreética, cirrose, ileo meconial), reprodutor (azoospermia) e
glandulas exocrinas (desidratacdo). Pacientes com polipose nasal, sem
manifestacbes de fibrose cistica, apresentam maior freqiéncia de mutagdes no
gene CFTR (KOSTUCH et al., 2005), assim como individuos com pancreatite
cronica isolada (COHN, FRIEDMAN, NOONE, 1998; SHARER et al.,, 1998),
aspergilose broncopulmonar (MILLER et al., 1996) e bronquiectasias sem etiologia
definida (GERVAIS et al., 1993; PIGNATTI et al.,1995; NINIS et al., 2003).

Bronquiolite obliterante e fibrose cistica apresentam manifestacfes
clinicas e exames laboratoriais semelhantes (Quadro 1) e até o momento ndo ha

relatos de pesquisa de mutacdes de fibrose cistica em pacientes com BO.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
- Analisar caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com BO

pos-infecciosa.

1.1.2 Objetivos Especificos
- Verificar se mutagbes do gene CFTR tem frequéncia maior neste grupo

de pacientes com BO pés-infeciosa.



QUADRO 1 - COMPARACAO ENTRE BO POS-INFECCIOSA E FC

BO POS-INFECIOSA

FIBROSE CISTICA

Etiologia

Histopatologia

Fisiologia
Inicio dos sintomas

Manifestacoes
respiratérias

Evolucado

Espirometria

Radiografia de térax

Tomografia de térax

Prognostico

pés-infeccdo (BVA)

bronquiolite constritiva, inflamagé&o

obstrutiva

primeiro ano

bronquite crénica

estavel ou progressiva
distirbio ventilatorio obstrutivo

t de volume, alterag¢éo de
perfusdo, bronquiectasias,
atelectasias, espessamento
brénquico, pulm&o hiperlucente

bronquiectasias, atelectasias,
espessamento brénquico, perfuséo
mosaico, pulmé&o hiperlucente

bom ou desfavoravel

autossémica recessiva

inflamag&ol/infec¢do, bronquite
obstrutiva

obstrutiva

primeiro ano

bronquite crénica

progressiva
distarbio ventilatorio obstrutivo

t de volume, alteracéo de perfuséo,
bronquiectasias, atelectasias,
espessamento brénquico, pulméo
hiperlucente

bronquiectasias, atelectasias,
espessamento brénquico, perfuséo
mosaico, pulmé&o hiperlucente

desfavoravel ou bom




2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BRONQUIOLITE OBLITERANTE

O desenvolvimento anatébmico e funcional das vias aéreas pode ser
afetado por agressodes infecciosas, metabdlicas, toxicas, traumaticas ou de natureza
genética e isto pode comecar no periodo neonatal. As alteracdes estruturais ou
funcionais nos pulmdes e nas vias aéreas dependem de fatores como periodo,
gravidade e duracdo do agente agressor, resposta do hospedeiro, processo de
reparacao e efeitos do tratamento instituido. Durante a gestacéo e durante o periodo
de crescimento das vias aéreas e dos alvéolos, o resultado da acdo destes fatores
pode ser mais grave (MERKUS, 2003). De fato, uma série de doencas respiratorias
no adulto é secundaria as sequelas de doencas que ocorreram no periodo da
gravidez ou na infancia (ROSENTHAL, BUSH, 2002).

AlteracOes bronquiolares séo relativamente frequentes e ocorrem em uma
série de condi¢cdes como infec¢des, aspiracdo, doencas imunolédgicas e do tecido
conjuntivo, inalacdo de gases, reacdes a drogas e, em pacientes submetidos a
transplante pulmonar e de medula éssea. Alguns padrdes de doenca bronquiolar
podem ser relativamente Unicos para um contexto clinico especifico, como
bronquiolite respiratdria causada pelo tabagismo. Na maioria das vezes os achados
histopatolégicos sao inespecificos para a sua etiologia ou patogénese (JAY et al.,
2003).

Os sinais e sintomas, a evolucéo clinica e exames diagnasticos facilitam o
diagnoéstico. A maioria das criangcas tem evolucdo clinica estavel apos o evento
agudo e apresentam melhora na evolucéo, dependendo da idade e da propor¢éo de
pulméo afetado (KAREN, 1994).

Existe uma confusdo nos termos usados para referir-se as doencas dos

bronquiolos. O termo bronquiolite obliterante, por exemplo, tem sido usado para dois



tipos histoldgicos distintos de fibrose bronquiolar, assim como para varias sindromes
clinicas que apresentam, ou obstrucdo ao fluxo aéreo (bronquiolite constritiva ou
obliterativa), ou um infiltrado associado a padrbes restritivos de funcdo pulmonar
(bronquiolite obliterante com pneumonia em organiza¢ao) (EPLER, 1994).

A bronquiolite obliterante é um processo patolégico que leva a obstrucéo
ou obliteracdo das pequenas vias aéreas. Embora geralmente esteja associada a
uma série de eventos anteriores, que determinam lesdo das vias aéreas, a
bronquiolite obliterante tem especial importancia em pacientes pediatricos que sdo
submetidos a transplante pulmonar ou de medula éssea (KURLAND, MICHELSON,
2005).

Vérias infec¢des por diferentes agentes etiolégicos podem comprometer o
trato respiratério inferior. As infecgbes virais podem resolver completamente ou
entdo, resultar em dano irreversivel para as vias aéreas. O adenovirus e 0 virus
sincicial respiratério sdo exemplos deste tipo de evolucdo. A pneumonia por
adenovirus € geralmente causa de doenca respiratéria crénica e uma das principais
causas de Sindrome de Swyer-James ou pulmao hiperlucente unilateral (ROSARIO,

KANTOR-JR, 1998; MURTAGH, KAJON, 1997).

2.1.1 Desenvolvimento Fisiologico do Sistema Respiratorio

A diferenciacdo pré e pdés-natal, o desenvolvimento e o crescimento dos
pulmdes e das vias aéreas tem sido tema de varias revisées (MERKUS et al., 1996;
GAULTIER, 1999).

O desenvolvimento da arvore brénquica ocorre no primeiro trimestre da
gravidez e até a 16% semana de vida intra-uterina. No final da gestacéo, as vias
aéreas estdo completas em nuamero, estrutura e maturacdo (WOHL, 2006). Depois
disso, ocorre apenas crescimento visceral, que nem sempre ocorre de maneira
proporcional ao crescimento somatico (DORNELES, ROSARIO, RIEDI, 2003). Os

alvéolos comecam a surgir na 28% semana de gestacdo, apresentam um



crescimento acentuado nos primeiros 2 anos de vida e ocorre crescimento em
namero até os 8 anos de vida (THURLBECK, 1982). O crescimento das vias aéreas
e dos alvéolos ndo ocorre de maneira simétrica. Esse padrdo de crescimento
assimétrico recebe a denominacdo de “disinapsis” e ndo € necessariamente
significado de doenga. E um fendmeno natural biolégico com consideraveis
diferencas entre individuos e género. Essas diferencas, no entanto, podem
predispor ao desenvolvimento de doenca mais grave (MEAD, 1980).

Os bronquiolos sdo pequenas vias aéreas (diametro menor ou igual a
2mm) (COLBY, 1998); ndo contém cartilagem; consistem de vias membranosas e
bronquiolos terminais, que tém puramente a funcdo de conduzir o ar, e de
bronquiolos respiratérios, que contém alvéolos (WRIGHT et al., 1992). O acino ou
|I6bulo pulmonar primario (unidade base de troca), consiste de um bronquiolo
terminal, 2 a 5 geracbes de bronquiolos respiratorios, ductos alveolares, sacos
alveolares e alvéolos (COLBY, 1998; MULLER, MILLER, 1995). Os bronquiolos
contribuem pouco para a resisténcia das vias aéreas em pulmdes normais, porque a
area total das pequenas vias aéreas € muito maior que das grandes vias. Na
presenca de doenca, entretanto, as pequenas vias contribuem de maneira

desproporcional para o aumento da resisténcia. (JAY, JEFFREY, SWENSEN, 2003).

2.1.2 Reviséo Historica

A bronquiolite obliterante foi a principio definida patologicamente em
adultos que morriam rapidamente ap0s a inalacdo de gases. Surgiram também
relatos de autopsia de pacientes afetados ap0s infec¢des respiratorias por sarampo,
coqueluche e escarlatina. LaDue, em 1941, revisou 42.038 autdpsias. Essa revisao
salientou trés padrdes: por irritacdo, por inalagdo e uma forma idiopatica. O curso
classico, apds inalagdo de gases toxicos em um espaco fechado foi generalizado a
todos os pacientes e, consistiu de distress respiratorio imediato, grave, com

necessidade de cuidados médicos. Estertores, tosse, dispnéia e sibilos estavam



presentes e o tratamento de forma urgente era a administracdo de oxigénio. O
paciente apresentava um breve periodo de melhora antes da piora clinica e
presenca de sintomas crénicos de distress respiratorio. A maioria sofria de
obliterac&o progressiva com fibrose bronquiolar, que era tdo grave, que 0s pacientes
morriam de insuficiéncia respiratéria por alteracao da ventilagdo-perfusdo. Pacientes
que sofriam de pneumonia poderiam apresentar uma evolugcdo semelhante. As
complicagbes mais frequentes eram infecgBes recorrentes, bronquiectasias, areas
de aprisionamento de ar e areas de atelectasia. LaDue chamou atencdo para a
aparéncia bem nutrida de pacientes gravemente doentes. Os achados anatomo-
patolégicos mostraram lesdes bronquiolares isoladas com pequenas alteragbes no
parénquima pulmonar. Alguns pacientes da primeira metade do século XX eram
criancas e seu curso clinico ndo foi bem descrito (LaDUE)!, citado por HARDY
(1994, p. 416). Desde 1964, relatos na faixa pediatrica deram énfase para a relacdo
entre a infeccdo pulmonar e o desenvolvimento de bronquiolite obliterante. Algumas
infecgbes virais evoluiam para bronquiolite necrosante e formaram a base da
primeira série de casos em pediatria. No Canada, uma epidemia por adenovirus em
criangas indigenas, provocou um grande numero de casos de doenca pulmonar
cronica e bronquiolite obliterante (WENMAN et al., 1982). Infec¢des por influenza e
suas sequelas foram revisadas por Laraya-Cuasay (LARAYA-CUASAY et al., 1977).
Ha relatos de pneumonias bacterianas graves com sequelas, mas a possibilidade de
associagdo com virus ndo pode ser descartada (HARDY, 1994).

Uma reviséo de pacientes pediatricos com BO foi publicada em 1988, pelo
grupo do Hospital S&o Cristévao, Philadelphia. Foram revisadas 244 pecas de
biépsia, em um periodo de 20 anos (1965-1985), e, 19 casos foram

confirmados, com critérios radiol6gicos e histoldgicos. Os autores concluiram que

'L aDUE, J.S. Bronchiolitis fibrosa obliterans. Arch Intern Med , v.68, p.663-73, 1941.

BO deve ser considerada quando ocorre sinais e sintomas respiratorios persistentes



apOs um quadro de pneumonia, areas de hipertransparéncia na radiografia de térax
e falta de resposta ao tratamento. As principais sequelas que ocorrem séo dispnéia
com exercicio, doenca pulmonar obstrutiva crbnica, bronquiectasias, atelectasia
persistente e sindrome do pulmao hiperlucente (HARDY, SCHIDLOW, ZAERI,
1988).

Embora Reynaud, em 1835, foi o primeiro a descrever uma entidade
consistente com BO, Lange, em 1901, foi o primeiro a descrever casos de BO com
os achados patolégicos. Estes casos descritos sdo uma entidade denominada
bronquiolite proliferativa, que € caracterizada por formacéo de polipos intraluminais.
Isto contrasta com a entidade denominada bronquiolite constritiva, que é mais
frequente e deve ser diferenciada de uma outra, denominada BOOP (bronchiolitis
obliterans with organizing pneumonia). Essa apresenta historia, exame fisico,
achados laboratoriais, patoldgicos, e, resposta ao tratamento diferentes da BO
(SCHLESINGER et al., 1998).

Bronquiolite € um termo genérico utilizado para véarias doencas
inflamatdrias que comprometem os bronquiolos e, a forma viral, € a doengca mais
freqliente que compromete as pequenas vias aéreas. Bronquiolite viral aguda é a
causa mais frequente de internacfes hospitalares em criangas saudaveis em paises
em desenvolvimento. Desde que Chanock e Finberg identificaram o virus sincicial
respiratorio em 1957, os aspectos epidemiolégicos tém sido bem estudados
(CHANOCK, FINBERG, 1957).

Bronquiolite é uma lesdo comum, mas raramente é extensa o suficiente
para provocar sintomas clinicos. Diversos padrées de bronquiolite primaria foram
estabelecidos, como bronquiolite constritiva (também denominada bronquiolite
obliterativa ou bronquiolite obliterante), bronquiolite aguda, panbronquiolite difusa,
bronquiolite respiratéria, doenca da via aérea por p6 mineral e bronquiolite folicular
(Tabela 1) e associadas a obstrucdo do fluxo aéreo. Os achados radioldgicos do

torax, especialmente a tomografia de térax de alta resolucdo, sdo Uteis para a



avaliacdo diagnostica de pacientes com doenca das pequenas vias aéreas

(MULLER, 2001).

TABELA 1 - CLASSIFICACAO DAS BRONQUIOLITES PELA TOMOGRAFIA DE TORAX

TIPO DE
BRONQUIOLITE

CAUSA OU CONDIGAO

ASSOCIADA

ACHADOS
HISTOLOGICOS

ACHADOS NA TAC

DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL

INFLAMATORIA

Infeciosa

Pneumonite de
hipersensibilida
de

Bronquiolite

respiratéria

Folicular e

linfocitica

Panbronquiolite

Bronquiectasias

FIBROTICA

Constritiva

Infeccdo aguda ou crdnica

virus, Mycoplasma

Agentes inalados

organicos e inorganicos

Tabagismo

Sindrome de Sjogren,
artrite reumatéide,

imunodeficiéncia

Idiopatica

Fibrose cistica e infecgéo

prévia

Pos-infeciosa, gases
téxicos, transplante,
doengas do colageno,

drogas

Infiltracéo da parede
brénquica com células
inflamatérias

Infiltracdo de linfécitos e
plasmécitos bronquiolar

e peribronquiolar

Macréfagos com
pigmentos nos
bronquiolos

respiratdrios e ao redor

Acumulo de linfécitos
nos brénquios e ao

redor

Infiltracdo da parede
brénquica por células

inflamatorias

Bronquiolite inflamatéria
ou fibrética ou ambas

Estreitamento ou
obstrugao brénquica por

fibrose

N6dulos centro-
lobulares, padréo tree in
bud

Nédulos centro-
lobulares mal definidos,

mosaico, ground-glass

Ndédulos centro-
lobulares e ground-

glass

Padréao tree in bud,

nédulos, cistos

Padréo tree in bud,
bronquioloectasias e

bronquiectasias

Tree in bud,
aprisionamento de ar,

bronquioloectasias

Mosaico,
bronquiectasias,

aprisionamento de ar

Pneumonite de

hipersensibilidade

Bronquiolite respiratéria

Pneumonite de

hipersensibilidade

Bronquiolite celular e

panbronquiolite

Bronquiolite celular,
folicular, outras causas

de bronquiectasias

QOutras causas de

bronquiolites

Asma, enfisema pan-
lobular hiperplasia

neuroenddcrina

FONTE: Pipavath, S.J. et al., AJR, 2005;185:354-63.

A incidéncia de BO em criangas sem histdria de transplante prévio nao é

conhecida. Hardy, Schidlow e Zaeri (1988) em uma andlise retrospectiva de

autopsias (n = 2.897) e bidpsias (n = 244) encontraram 19 casos de bronquiolite
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obliterante. No entanto, este estudo foi limitado pelo fato de pacientes que
sobreviveram com BO, ndo terem sido submetidos a biopsia e, pacientes que foram
a 6bito por BO, ndo terem sido submetidos a necropsia (HARDY, SCHIDLOW,
ZAERI, 1988). A descricéo de dois pacientes com bronquiolite obliterante, em 1901,
estabeleceu o inicio e a compreensdo das doencas dos bronquiolos. Muito foi
escrito na primeira década do século XX sobre as causas de bronquiolite obliterante.
Em 1980, a descricdo de BOOP e de bronquiolite obliterante apds transplante
desencadeou o inicio da investigacdo cientifica e a melhor compreensdo das
doencas bronquiolares.

A bronquiolite obliterante € uma das principais causas de doenca
pulmonar cronica em criangas no sul do Brasil e paises vizinhos. Os dados
epidemiologicos, os fatores de risco, a fisiopatologia, as altera¢gfes inflamatérias e

de funcao pulmonar ndo sdo bem conhecidos (TEPER, FISCHER, JONES, 2002).

2.1.3 Etiologia

O virus sincicial respiratério é o principal agente etiolégico de bronquiolite
viral aguda (BVA) mas outros virus como adenovirus, parainfluenza, influenza,
podem ser responsaveis. Aumento da frequéncia do nimero de casos de BVA
ocorrem no hemisfério norte, de novembro a margo, e no hemisfério sul, entre abril e
julho. Em locais de temperatura elevada onde as estacdes ndao sdo bem definidas,
podem ocorrer casos nos meses de verdo. A infecgdo por virus sincicial respiratorio
€ comum em pacientes internados pela facilidade de trasmissdo e o0s pacientes
imunodeprimidos podem transmitir o virus por periodos de tempo prolongados
(FISHAUT, TUBERGEN, McINTOSH, 1980).

Diversos agentes infecciosos estdo associados com o desenvolvimento
de bronquiolite obliterante. O mais importante deles é o adenovirus, particularmente
os tipos 1, 3, 7, 21 (COLOM et al., 2002b; WENMAN et al., 1982). O adenovirus

esta associado aos casos mais graves. Fatores como gendtipo viral, resposta
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imunologica, carga viral, predisposicdo genéetica (WENMAN et al.,, 1982) e
influéncias do meio ambiente, podem estar associadas a gravidade da doenca, tanto
na sua fase aguda, como com as sequelas. Na América do Sul, a genotipagem das
cepas de adenovirus, feita ao longo de varios anos, mostrou que o genoétipo 7h, uma
nova variante de adenovirus, era o agente infeccioso na maioria dos casos graves e
fatais da doenca (KAJON et al., 1994).

A sindrome do pulméo hiperlucente, também denominada sindrome de
Swyer-James ou MaclLeod, também foi descrita apos quadro de pneumonia ou
bronquiolite por adenovirus (SWYER, JAMES, 1953; MacLEOD, 1954). A
bronquiolite obliterante é relativamente comum apds quadro de pneumonia ou
bronquiolite por adenovirus e os fatores predisponentes, em lactentes apos quadro
de adenovirus, tém sido os mais estudados. Um estudo recente na Argentina, em
criancas com infeccdo por adenovirus, encontrou que o HLA DR8-DQB1*0302 era
mais frequiente nos pacientes com BO pos-infecciosa (TEPER et al., 2004). Outros
estudos demonstraram aumento das concentracdes séricas de IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral alfa, assim como uma redug¢do do namero de células natural Killer,
CD4 e células B1 (CD5 positiva) em criangas com pneumonia grave por adenovirus.
Embora os dados sejam poucos, eles sugerem que a resposta do hospedeiro pode
ter um papel importante na gravidade da pneumonia por adenovirus, assim como
para o desenvolvimento de bronquiolite obliterante em algumas criancas
(MISTCHENKO et al., 1994; MISTCHENKO et al., 1998).

Bronquiolite apds quadro de sarampo também foi relatada como causa de
bronquiolite obliterante. Outros virus associados a BO incluem herpes, parainfluenza
tipo 3 e HIV. Alguns autores colocam o virus respiratério sincicial (VRS) com agente
causador de BO. Isso tem sido motivo de debate, uma vez que a infec¢do por VRS
é frequente e BO é rara. Agentes bacterianos também s&o descritos como causa de
BO, como o Mycoplasma e a B. pertussis (ISLES, MASEL, O'DUFFY, 1987).

Causas conhecidas e associa¢gdes com bronquiolite constritiva incluem as

doencas do tecido conjuntivo, infeccbes (PENN, LIU, 1993), pneumonite de
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hipersensibilidade (MARKOPOULO et al., 2002), drogas (BOEHLER et al., 1996),
transplante (SPEICH et al., 2004) e outros (Tabela 2).

Artrite reumatoide associada a bronquiolite constritiva ocorre
principalmente em mulheres na quinta e sexta décadas de vida. Infec¢bes virais,
especialmente por adenovirus, sdo as mais frequentes (PENN, LIU, 1993). Uma das
complicagBes da bronquiolite obliterante pos-infecciosa que ocorre em criangas € a
sindrome de Swyer-James (ou MacLeod) também denominada pulméo hiperlucente
unilateral, com evidéncia de aprisionamento de ar e diminuicdo da vascularizacao
(ROSARIO, KANTOR JR, 1998). Bronquiolite constritiva apds inalacdo de gases
toxicos, por exemplo amoénia, apresenta-se com tosse e dispnéia progressiva que
comeca dias ou semanas apds a recuperacdo do episddio agudo (American
Thoracic Society, 1998). Pacientes com transplante de coracdo-pulméo ou de
medula 6ssea podem desenvolver bronquiolite obliterante, como um fenémeno de
rejeicdo (ESTENNE, HERTZ, 2002). Este € um dos maiores problemas terapéuticos
em sobreviventes de transplante e pode afetar até 65% dos pacientes
transplantados de pulmao ap6s 5 anos. A BO é a principal causa de 6bito apés
transplante de pulm&o. A confirmacdo diagndstica nem sempre é facil por biopsia
transbronquica, pela distribuicdo heterogénea das lesbes. Entdo, o fendmeno de
obstrucdo progressiva das vias aéreas em pacientes transplantados € denominado
sindrome de bronquiolite obliterante, um diagndstico clinico e definido
fisiologicamente por decréscimo de 20% ou mais do VEF; basal (COOPER et al.,
1993). Outras causas e associagcbes com BO incluem hiperplasia de células
neuroendocrinas, pénfigo paraneoplasico, doenca inflamatoria intestinal, tratamento
com sais de ouro (SCHWARTZMAN et al, 1995) e com penicilamina
(SCHWARTZMAN et al., 1995; BOEHLER et al., 1996).



TABELA 2 - CONDICOES ASSOCIADAS COM O DESENVOLVIMENTO DE BO

- Inalag&o de gases e toxinas
Cloreto de amdnia
Tricloronitrometano
Acido hidroclérico
Acido nitrico
Diéxido de nitrogénio

Acido sulfarico

Talco (p6)
Cloreto de zinco
- Infecgbes
. Virais
Adenovirus (tipo 1, 3, 7, 21)
Influenza
Sarampo

Varicela-zoster
. Bacterianas
Bordetella pertussis
Staphylococcus aureus
Streptococcus B hemolitico do grupo B
Mycoplasma pneumoniae
Pneumocistis carinii
- Doengas do tecido conjuntivo/transplante
Anemia hemolitica autoimune
Transplante de medula 6ssea
Fasciite eosinofilica
Transplante coragéo-pulmao
Artrite reumatdide
Sindrome de Sjogren
- Aspiracao
Corpo estranho
Lipideos
Conteudo gastrico
- Outras doengas
Proteinose alveolar
Displasia broncopulmonar
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Fibrose cistica
Miastenia grave
Tratamento penicilamina

Tratamento sulfasalazina

- Idiopética

FONTE: Adaptado de Hardy, K.A. Chidhood bronchiolitis obliterans. In: Epler, G.R. (ed).
Diseases of the bronchioles . Raven Press, 1994; pp. 415-26.
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E provavel que os mecanismos fisiopatologicos variem de acordo com a
causa ou problema subjacente associado com a bronquiolite obliterante. Entretanto,
varias formas de insultos podem eventualmente levar a lesdes histopatolégicas
semelhantes. Por exemplo, na bronquiolite obliterante associada a transplante de
pulmdo, a reacdo enxerto - versus - hospedeiro, isquemia, infeccOes virais e
inflamacdo sdo os principais fatores que determinam o aumento de citocinas
profibréticas e o desenvolvimento de fibrose bronquiolar (REYNAUD-GAUBERT et
al., 2002). A bronquiolite obliterante, associada a pénfigo paraneoplasico, ocorre
com deposi¢cdo de autoanticorpos da classe IgG, na superficie das células epiteliais
bronquicas (NOUSARI et al., 1999). Provavelmente, os mecanismos que levam ao
desenvolvimento de BO sao multiplos. A BO que ocorre sem uma causa evidente €

rara e geralmente ocorre em mulheres (KRAFT et al., 1993).

2.1.4 Achados Anatomo-Patoldgicos

A bronquiolite obliterante é uma enfermidade caracterizada por processo
de inflamacéo e fibrose das vias aéreas. Entre as varias etiologias descritas em
criancas, a BO-p0s infecciosa é a causa mais freqiente no sul do Brasil (TEPER,
FISHER, JONES, 2002). A bronquiolite obliterante € caracterizada por oclusao
parcial ou completa dos bronquiolos e bronquiolos respiratorios por um processo
inflamataério e fibroso (Figura 1).

Na forma extrema, a histologia dos bronquiolos afetados de pacientes
com BO demonstra cicatrizagdo concéntrica que leva a obstrugéo total das vias

aéreas (MAUAD, DOLHNIKOFF, 2002; KURLAND, MICHELSON, 2005).



15

. = it __..I;'-.-. g t'%
s ] .1 I. % e E
= L% 8 . - L. .
FIGURA1- BIOPSIA BRONQUICA. A COLORAGAO AMARELA CORRESPONDE A
TECIDO FIBROSO. O LUMEN BRONQUICO APRESENTA-SE COM
OBSTRUCAO PARCIAL.

FONTE: PIPAVATH, S.J. et al. Radiologic and pathologic features of bronchiolitis. AJR,
v.185, n.2, p.354-63, 2005.

A evolucéo do processo agudo para BO ocorre em etapas, ilustradas no
fluxograma (Figura 2).

As anormalidades iniciais sdo necrose do epitélio respiratério, com
destruicdo do epitélio, seguido por infiltracédo peribrénquica de linfécitos. H4 edema
de submucosa e obstru¢cdo dos bronquiolos por fibrina e restos celulares. Isso
resulta em obstrucdo dos bronquiolos com areas de atelectasia. Nos casos mais
graves ocorre alteracdo da ventilagdo-perfusdo, que pode evoluir para insuficiéncia
respiratéria (WHOL, 1998).

E provavel que o evento principal que leva a BO, inicie com uma lesdo no
epitélio das pequenas vias aéreas secundaria a uma das varias causas. Esta leséo
pode causar uma alteracao transitéria da funcdo das células epiteliais ou necrose

local. Na evolucao, o acumulo de exsudato fibrino-purulento leva a quimiotaxia de
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miofibroblastos oriundos da submucosa. Essa proliferacdo celular induz o depdsito
de coldgeno e de mucopolissacarides. Em alguns casos, histiocitos e proliferacao de
capilares levam ao desenvolvimento de pdlipos intraluminais denominados
corpusculos de Masson. Em raros casos, onde bidpsias seguenciais foram
realizadas, foi possivel documentar lesbes desde pneumonite intersticial,
bronquiolite obliterante com pneumonia em organizacdo, até um estagio de
cicatrizacdo das vias aéreas distais, caracteristico de bronquiolite obliterante

(TRISOLINI et al., 2001).

INFECCAO OU LESAO POR OUTRO AGENTE

}

LESAO/DESTRUICAO DO EPITELIO DA VIA AEREA

INFLAMACAO AGUDA/CRONICA

/ }

REPARACAO PROCESSO PROLIFERATIVO
CURA TECIDO DE GRANULACAO

/

FIBROSE DA PAREDE DA VIA AEREA

|

OBSTRUCAO DA VIA AEREA

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DO DESENVOLVIMENTO DE BRONQUIOLITE
OBLITERANTE APOS AGRESSAO DO EPITELIO DA VIA
AEREA.
FONTE: KURLAND, G.; MICHELSON, P. Bronchiolitis obliterans in
children. Pediatr Pulmonol , v.39, n.3, p.193-208, 2005.
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Embora a evolucdo descrita parece oferecer um prognoéstico sombrio,
uma gradual reabsor¢cdo do tecido conjuntivo fibrovascular é possivel, com
restauracdo do epitélio e do calibre das vias aéreas. Em algumas circunstancias, a
inflamacédo aguda do epitélio das vias aéreas leva a uma continua deposicdo de
colageno entre o musculo liso e a lamina prépria da parede das vias aéreas. Essa
matriz colagenosa aumenta em tamanho, provoca estreitamento da via aérea e, em
casos extremos, oclusao total (TRISOLINI et al., 2001).

O exame histologico da biépsia pulmonar é o exame padrao-ouro para o
diagnéstico, quando achados caracteristicos de obstrucdo total ou parcial das vias
aéreas por fibroblastos, leucdcitos e fibrina, sdo observados. Cicatrizacao
concéntrica constritiva com obstrucdo também € uma caracteristica diagnostica.
Dificuldades para a realizacdo de biopsia pulmonar sdo peculiares em criancas.
Como a doenca nao é difusa pode ocorrer que a bidpsia seja realizada em
segmentos de pulmdo normal. Biépsia a céu aberto é necessario para se obter
fragmento adequado de tecido pulmonar. Muitos pais ndo autorizam a realizacao da
bidpsia e o diagnostico ndo pode ser totalmente confirmado (HARDY, 1994). O
tempo da realizacdo da bidpsia também é um problema. Se a biopsia for precoce,
pode mostrar brénquios com massas polipdides ainda ndo organizadas. A
obliteracdo com fibrose pode ocorrer de forma rapida, como 8 dias apés um quadro
de infeccdo por adenovirus (HARDY, 1994; ABERNATHY et al.,, 1991). Bidpsia
tardia pode ndo ser atil, uma vez que alteracbes importantes, com destruicdo da
parede das vias aéreas, podem ocorrer e alterar o parénquima pulmonar. Bidpsia
transbrénquica geralmente néo é realizada em criancas. Devido a estes obstaculos
o diagndstico baseia-se nas caracteristicas clinicas, alteragcdes nas provas de
funcdo pulmonar, cintilografia de perfusdo e alteracdes na tomografia de térax de

alta resolucdo (SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004).
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Alguns virus causam diferentes tipos de lesédo no aparelho respiratério. Os
adenovirus tipo 3, 7 e 21 podem ocasionar doenga mais grave com maior morbi-
mortalidade. A infeccdo pelo VRS pode prejudicar a resposta imunoldgica de
diferentes formas e com envolvimento de varias células. Ha resposta IgE especifica,
atividade citotdxica excessiva da célula T e linfécitos helper e menos producédo de
interferon (EVERARD, 1999). Os achados patologicos das infec¢cdes por VRS néo
sao diferentes em pacientes desnutridos, mas no México, o VRS foi encontrado em
tecido pulmonar de pacientes submetidos a necropsia, que foram a O6bito por
pneumonia, 0 que sugere gque isto possa estar ligado a patologia da doenca.
(BUSTAMANTE-CALVILLO et al., 2001).

Bernardi et al. (1995) avaliaram a citologia do lavado broncoalveolar de
dois pacientes com BO (Swyer-James). Nos dois pacientes houve aumento do
namero de neutrofilos e pequeno aumento de linfocitos. A subpopulacdo de
linfécitos mostrou um predominio de linfécitos do tipo CD8+ (citotoxico). A presenca
de células inflamatorias, particularmente neutréfilos, pode ser um fator determinante
para lesdo de vias aéreas periféricas e remodelamento fibrético das vias aéreas
(BERNARDI et al., 1995).

Mauad et al. (2004) avaliaram as biopsias pulmonares de 23 criangas com
diagnoéstico de bronquiolite obliterante pos-infecciosa com o objetivo de verificar o
tipo de infiltrado inflamatério. O infiltrado celular encontrado era composto
principalmente de linfocitos T CD3" com predominio de linfécitos T CD8. A presenca
deste tipo de infiltrado abre novas perspectivas para o tratamento de pacientes com
BO (MAUAD et al., 2004).

BO descrita por Lange, em 1901, era resultado de uma necrose extensa

de todo o tecido bronquiolar sem comprometer o tecido cartilaginoso.
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Gosink Friedman e Liebow (1973) utilizaram o termo BO para caracterizar
um grupo heterogéneo de apresentacdes, algumas das quais tinham fibrose de
submucosa e peribronquiolar, com consequente estreitamento e obstrucdo da luz
brénquica. A maioria dos pacientes descritos por esses autores provavelmente tinha
pneumonia criptogenética em organizagdo. ApoOs estas descri¢cdes, o termo BO tem
sido utilizado em varias condicbes, sem relacéo clinico-patoldgica entre si (GOSINK,
FRIEDMAN, LIEBOW, 1973).

Patologicamente, bronquiolite constritiva é caracterizada por um padréo
distinto de fibrose peribronquiolar que resulta em completa cicatrizacdo da luz
brénquica (MARKOPOULO et al.,, 2002). O processo inflamatério e a fibrose
comprometem o brdénquio ao invés de preencher a luz, o que resulta em
compressdo extrinseca e obstrucdo da via aérea. As areas de fibrose podem ser
ténues, entremeadas por tecido normal mesmo em pacientes gravemente afetados.
Entdo, o diagndstico pode nao ser confirmado se as bidpsias ndo sao realizadas de
forma adequada. A biopsia transbrénquica é relativamente insensivel como exame
diagnoéstico, e para os pacientes onde a confirmacdo histologica € necessaria, a
bidpsia deve ser a céu aberto (WRIGHT et al., 1992). No estagio agudo ocorre
membrana hialina, perda do epitélio e presenca de células inflamatérias na luz do
bronquiolo. A seguir, a proliferacdo de fibroblastos e deposicédo de colageno ocorre
com massas polipéides fazendo obstrucdo dos bronquiolos (MAUAD,

DOLHNIKOFF, 2002).

2.1.5 Manifestag@es Clinicas
O quadro clinico de uma infeccdo de vias aéreas superiores que evolui
com sibilancia, taquipnéia e tiragem é caracteristico. Os episédios de bronquiolite

viral aguda ocorrem nos meses de inverno. Em paises de clima tropical e
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subtropical, os episddios de epidemia ocorrem na estacdo chuvosa. Lactentes com
idade menor de 6 meses tém maior risco de internacdo hospitalar e sdo mais
propensos a desenvolver insuficiéncia respiratéria. Condicdées como prematuridade,
doenca cardiaca e fibrose cistica sdo fatores de risco de pior progndstico
(FISCHER, TEPER, COLOM, 2002).

BO pode ocorrer em qualquer idade, mas a maioria dos casos ocorre em
lactentes, uma vez que nesta idade sdo frequentes as infec¢cdes respiratorias.
Sintomas semelhantes a gripe, com tosse, taquipnéia e rinorréia sao mais
frequentes. Algumas criancas tém febre e sintomas inespecificos como nauseas,
vomitos, mal estar, anorexia e uma infeccao de vias aéreas inferiores geralmente é
diagnosticada. A crianca pode ou ndo necessitar de tratamento, mas o que é
evidente é a persisténcia dos sintomas por 1 a 2 meses do quadro agudo com
tosse, sibilancia, taquipnéia e intolerancia aos exercicios fisicos (SANTOS,
ROSARIO, RIEDI, 2004).

Os achados ao exame fisico sdo estertores, sibilos e pode ocorrer
diminuicdo do murmurio vesicular em algumas areas. Alguns pacientes tém
alteracdes difusas e graves, enquanto outros podem apresentar alteracdes leves
com comprometimento de um lobo ou segmento pulmonar. Deformidades toracicas
secundarias séo frequentes em pacientes com doenca grave (SANTOS, ROSARIO,
RIEDI, 2004). Sindrome de Swyer-James com aprisionamento de ar localizado em
um dos pulmdes, também ocorre e recebe a denominacdo de sindrome do pulméo
hiperlucente (ROSARIO, KANTOR JR, 1998). As areas afetadas aparecem na forma
de hipertransparéncia na radiografia de térax e diminuicdo da perfusdo, que podem
ser observadas na tomografia de térax ou na cintilografia de perfusao.
Baqueteamento digital pode ser observado nos pacientes com apresentacéo grave

da doenca. Tosse com expectoracdo ndo é uma manifestagdo tipica e geralmente



21

ocorre nos pacientes que desenvolvem bronquiectasias. O diagnéstico deve ser

lembrado na presenca de sinais e sintomas sugestivos de BO (Tabela 3).

TABELA 3 - SINAIS E SINTOMAS SUGESTIVOS DE BO

- Tosse e sibilancia persistente = 6 semanas ap6s pneumonia.

- Estertores e sibilos prolongados apos quadro de pneumonia ou de insuficiéncia
respiratoria.

- Intolerancia ao exercicio apés lesédo pulmonar.

- Sintomas respiratérios graves desproporcionais aos achados observados na
radiografia de térax.

- Aspiracdo recorrente do conteddo gastrico associado aos sintomas anteriormente
descritos.

- Sindrome do pulmé&o hiperlucente.

- Doenca pulmonar grave com hiperaeracéo localizada.

FONTE: HARDY, K.A. Chidhood bronchiolitis obliterans. In: EPLER, G.R. (ed). Diseases of the bronchioles
New York: Raven Press Ltd. 1994, p.415-26.

Kim et al. (2001) avaliaram 31 criangcas com diagndstico de bronquiolite
obliterante pés-infecciosa. Houve predominio do género masculino e os principais
sintomas foram tosse, sibilancia, intolerdncia ao exercicio, taquipnéia e doenca
respiratoria frequiente. A presenca de bagueteamento digital ocorreu apenas em 3
pacientes. Dos pacientes submetidos a tomografia computadorizada de alta
resolucdo (TCAR) de torax, 29 de 30 apresentaram alteracdes (hipertransparéncia,
bronquiectasias e diminuicdo da vascularizacdo). Dos pacientes submetidos a
bidpsia pulmonar, os achados foram bronquiectasias, obstrucdo das pequenas vias
aéreas com ceélulas inflamatérias, tecido de granulagdo e ou fibrose, inflamacéao
peribronquiolar e ou fibrose, atelectasia e reducdo do nimero e do tamanho dos
vasos. A espirometria € um exame Uutil no diagnostico de BO e 0s pacientes,
caracteristicamente, apresentam doenca pulmonar obstrutiva sem resposta a acao

de broncodilatadores (KIM et al., 2001).
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O curso clinico da BO é variavel e depende do volume de tecido pulmonar
comprometido. Pacientes com quadro clinico semelhante a infuenza séo tratados
ambulatorialmente. Alguns evoluem com tosse, sibilancia e estertores, que podem
persistir por anos. Areas de atelectasia, presentes no inicio, persistem. Se
pequenas, ndo determinam comprometimento clinico, embora na evolugdo possam
infectar-se e necessitar de lobectomia. Pacientes com doenca grave podem
necessitar de ventilacdo mecéanica e o desmame pode ser lento. Geralmente sofrem
de obstrucdo grave, sdo dependentes de oxigénio e alguns evoluem para Obito.
Outros apresentam sibilancia persistente sem resposta ao uso de broncodilatadores
(COLOM et al., 2006).

A BO pés-infecciosa apresenta-se como um quadro de bronquiolite aguda
grave em crianca previamente saudavel, com menos de 6 meses de idade. O
periodo de incubacdo da bronquiolite por adenovirus varia de 2 a 14 dias. As
caracteristicas clinicas ndo podem ser diferenciadas de outras infecgfes virais.
Sibilancia, dificuldade respiratéria e radiografia de térax com infiltrados
broncopneuménicos e atelectasia persistente, sdo frequentes. Finalmente, apés
internacdo prolongada, o paciente desenvolve sinais de insuficiéncia respiratoria
cronica, com gravidade que depende da extensdo da lesdo pulmonar. Nos casos
mais graves, 0s pacientes sdo desnutridos, tém tosse crbénica, taquipnéia, aumento
do diametro antero-posterior, tiragens. Estertores bolhosos e sibilos geralmente
estdo presentes na ausculta pulmonar, acompanhados de diminuicdo da saturacdo
transcutdnea de oxigénio (SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004). Os achados
radiograficos sao de aprisionamento de ar, e, com menor frequéncia, de
atelectasias. A tomografia computadorizada de torax apresenta padrao de perfuséo
em mosaico, areas de aprisionamento de ar, bronquiectasias e atelectasias

(SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004). O padrdo de distribuicdo irregular bilateral, a
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cintilografia de perfusdo, representa areas de perfusdo nas areas nao afetadas.
Avaliacdo cardiovascular € importante para identificar sinais de hipertenséo
pulmonar. A doenca respiratoria grave aumenta a pressao negativa intratoracica,
que favorece o desenvolvimento de refluxo gastroesofagico. Os testes de funcédo
pulmonar revelam auséncia de resposta ao broncodilatador, piora da retracdo
elastica e aumento da resisténcia pulmonar. O tratamento da bronquiolite obliterante
€ s. Os corticéides sao utilizados de forma empirica pois ndo ha estudos que
confirmem sua eficacia. Oxigénio domiciliar pode ser necessario em alguns

pacientes, o que melhora a qualidade de vida e permite alta hospitalar (CHANG,

MASEL, MASTERS, 1998).

2.1.6 Diagnostico

Em paises desenvolvidos, estudos sugerem que recém-nascidos
prematuros, lactentes abaixo de 6 meses, baixo peso ao nascimento,
imunodeficiéncias, cardiopatia congénita e fibrose cistica, sao fatores de risco para
o desenvolvimento de sintomas mais graves e maior morbidade e mortalidade na
bronquiolite viral aguda. Outros fatores que podem contribuir na gravidade da
doenca, observados no Sul do Brasil, foram o baixo peso na admissao, a alta taxa
de reinternacéao, a falta de aleitamento materno e o tamanho da familia (FISCHER,
1996). Fatores como o tipo de virus, a resposta imunoldgica do hospedeiro, a
predisposicdo genética e possivelmente, influéncias ambientais, podem levar a
aumento da susceptibilidade em algumas populagcdes, para o desenvolvimento de
formas mais graves de infec¢cdo por adenovirus. A doenca é mais prevalente no
hemisfério sul com episodios epidémicos no sul do Brasil, Argentina e Chile

(FISCHER, 1996).
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Colom et al. (2006) avaliaram os fatores de risco para o desenvolvimento
de bronquiolite obliterante em criangas com bronquiolite viral aguda. Realizaram um
estudo caso-controle com 109 criancas abaixo dos 3 anos, entre 1991 e 2002, no
Hospital da Crianca em Buenos Aires. A média da idade dos pacientes foi de 7
meses e houve predominio do género masculino (58%). Nos pacientes que fizeram
investigacao viral, o adenovirus foi identificado em 72% dos casos, VRS em 10%,
parainfluenza em (4%) e influenza em (1%). Por analise de regresséo logistica, os
fatores de risco significativos foram infec¢cdo por adenovirus e ventilagdo mecanica.
Outros fatores como idade, género, tabagismo passivo e tabagismo na gravidez,
nao foram determinantes para o desenvolvimento de BO. A resposta imunologica do
hospedeiro e fatores geneticamente determinados poderiam ser fatores adicionais
gue modificam ou aumentam a suscetibilidade para BO pés-infecciosa (COLOM et
al., 2006).

Os critérios para diagndstico de bronquiolite obliterante séo:

1. Auséncia de doenca respiratoria durante o periodo neonatal e até o
inicio da doenca viral;

2. Bronquiolite grave em uma criangca previamente saudavel e pode
necessitar internacéo hospitalar, oxigénio.

3. Apés a fase aguda da doenca, persistem os sintomas de dificuldade
respiratéria, com sinais de obstru¢cdo brénquica e aprisionamento de ar sem

resposta ao uso de brometo de ipratropio ou albuterol (TEPER et al., 1999).

Como descrito ha mais de um século, o diagnostico de bronquiolite viral
aguda é baseado na apresentacao clinica de uma infeccdo das vias aéreas
superiores (coriza, febre, congestao nasal) seguido por tosse, taquipnéia e sinais de

dificuldade respiratéria. A deteccdo de VRS, adenovirus, parainfluenza ou influenza
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na secrecdo nasal pode ajudar a confirmar o diagnostico. Esse exame pode ser
realizado por imunofluorescéncia, ELISA ou por cultura viral (HUGHES, MANN,
HAMPARIAN, 1988). Na radiografia de térax € possivel verificar hiperinsuflacéo,
infiltrado peribrénquico, atelectasias e padrao intersticial (COLOM et al., 2006).

Uma avaliacao detalhada deve ser feita para excluir outras doencas que
podem apresentar-se como doenca pulmonar obstrutiva cronica. Fibrose cistica,
tuberculose, deficiéncia de alfa 1 - antitripsina e imunodeficiéncias podem ter
apresentacdes clinicas semelhantes. O teste do suor, Mantoux e a dosagem de alfa
1 - antitripsina sdo normais e 0s niveis de imunoglobulinas podem estar aumentados
(SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004).

Refluxo gastroesofdgico com aspiracdo e lesdo pulmonar pode estar
associado a bronquiolite obliterante. Isso € mais frequente em pacientes com fistula
tragueo-esofagica submetidos a correcéo cirdrgica e que desenvolvem acalasia com
aspiracdo e sintomas respiratorios recorrentes. A avaliagcdo por pHmetria e o lavado
broncoalveolar, para pesquisa de corpo estranho e macrofagos com gordura, devem
ser realizados para avaliar esta hipotese. Exames especificos como cultura de
nasofaringe, ou de lavado broncoalveolar, ou sorologia, podem ser Uteis para
identificar a etiologia viral, principalmente em criancas (HARDY, 1994).

O lavado broncoalveolar pode ser um exame util na avaliacdo de doencas
bronquiolares. O fluido obtido contém material das vias aéreas, cuja contribuicdo
depende do processo inflamatério dos bronquios e bronquiolos. E evidente que
alteracdes imunoldgicas e inflamatorias ndo apenas do espaco alveolar, mas
também das vias aéreas podem ser avaliadas com o lavado broncoalveolar.
Algumas caracteristicas de doencas bronquiolares estdo apresentadas na tabela 4

(COSTABEL, 1994).



26

TABELA 4 — LAVADO BRONCOALVEOLAR EM DOENCAS BRONQUIOLARES

MACROFAGOS LINF.
NEUTR. EOS. CD4/CD8

Bronquiolite/cigarro 11 )
1 !
Panbronquiolite difusa 111
ND
BO idiopatica 11
i ND

BO pés-transplante T

BOOP Tt T

FONTE: Costabel, U. Bronchoalveolar lavage characteristics of the bronchiolar diseases.
In: Epler GR (ed). Diseases of the bronchioles . Raven Press, 1994; pp. 59-76.
NOTAS: ND = ndo determinado; LINF. = linfécitos; NEUTR. = neutrdfilos; EOS. = esosindfilos.

Bernardi et al. (1995) encontraram em pacientes com sindrome de Swyer
James, um aumento do numero de neutrofilos, menor nimero de linfécitos e uma
relacdo CD4/CD8 diminuida. Além disso, o numero de células CD19 estava

aumentado na presenca de tosse e episddios de dispnéia (BERNARDI et al., 1995).

2.1.7 Achados Radioldgicos e Cintilografia

A radiografia de térax geralmente € normal, ou apresenta sinais de
hiperinsuflacdo em lesdes bronquiolares puramente obstrutivas, como bronquiolite
constritiva. Turton, Willians e Green (1981) avaliaram 15 pacientes com diagndstico
de bronquiolite constritiva e compararam os achados da radiografia de térax com a
tomografia computadorizada de alta resolucao. Os principais achados na radiografia
de torax, em 10 pacientes, foram hiperinsuflacdo e diminuicdo da vascularizacdo. A

radiografia de térax foi normal em 5 de 15 pacientes (TURTON, WILLIANS, GREEN,



27

1981). Em outras doencas bronquiolares, pequenos nddulos ou infiltrados reticulo-
nodulares podem ser observados. Os achados radioldgicos apresentam ampla
variacdo, como infiltrados intersticiais e/ou peribrénquicos e areas de consolidacéo
confluentes em segmentos localizados (GOSINK, FRIEDMAN, LIEBOW, 1973).
Atelectasias podem ser encontradas no segmento pulmonar afetado ou mesmo no
pulméo inteiro (DOSANJH, 1992). A broncografia foi abandonada com o uso da
tomografia computadorizada de térax, uma vez que muitos autores demonstraram
boa correlacdo entre esses exames (WEBB et al., 1988).

A tomografia de térax é uma técnica adequada para pacientes que sao
capazes de fazer uma inspiracdo profunda e segurar a respiracdo. Criancas
pequenas, incapazes de fazer pausa inspiratdria, devem ser anestesiadas e
entubadas para realizar o exame.

A maioria dos protocolos de tomografia computadorizada de térax usa
cortes finos de 1 a 2mm, corte a corte ou continua, com algoritmo de alta resolucéo,
do apice ao angulo costo-frénico, na posicédo supina, com reconstrucdo da imagem
(HARTMAN, SWENSEN, MULLER, 1994; HANSELL, 2001). A imagem na posi¢ao
prona é obtida quando ha necessidade de avaliar areas de atelectasia por decubito
de doenca pulmonar infiltrativa. A tomografia em expiracdo deve ser realizada de
rotina, quando doenca das vias aéreas € avaliada. Como a definicdo da tomografia
é limitada as vias aéreas maiores que 2mm de diametro, bronquiolos normais néo
podem ser vistos na TCAR (HANSELL, 2001). Entretanto, doencas bronquiolares
com dilatacdo ou espessamento das paredes podem ser visualizadas. Além de
demonstrar doencga bronquiolar, a TCAR ¢ util na avaliacdo de doencgas pulmonares
intersticiais e doencas das grandes vias aéreas (COLLINS, BLANKENBAKER,
STERN, 1998). Os achados de doenca bronquiolar na TCAR podem ser

categorizados em diretos e indiretos. Os diretos incluem espessamento da parede
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do bronquio, dilatacdo bronquiolar e impactacdo brénquica. Espessamento da
parede brénquica pode ocorrer secundéaria a inflamacdo ou fibrose. Impactacao
brénquica, com secrecdo ou material fibrético, apresenta-se na forma de nédulos de
2 a 4 mm e opacidades centro-lobulares. Padrao tree-in-bud representa uma forma
de impactacdo bronquiolar nas ramificagcbes bronquiolares. Sinais indiretos de
doenca

bronquiolar na TCAR sao atelectasia subsegmentar e aprisionamento de ar. O
aprisionamento de ar, secundéario a doenca das pequenas vias aéreas, resulta em
padrdo em mosaico ou atenuacdo pulmonar, que nao € especifico para doencas
bronquiolares. Em doencas bronquiolares o padrdo em mosaico € causado por
hipoventilacdo do alvéolo distal & obstrugdo bronquiolar, o que leva a uma
vasoconstricdo secundaria (diminuicdo da perfusdo) e é observada na TCAR como
areas com diminuicdo da atenuacéo. Os segmentos nao comprometidos do pulméo
apresentam perfusdo normal ou aumentada, o que resulta em atenuagao normal ou
aumentada (HARTMAN, SWENSEN, MULLER, 1994; HANSELL, 2001). A avaliagdo
das imagens em inspiracao e expiracao € util para diferencar doenca bronquiolar de
doenca vascular e, algumas doencas infiltrativas, que podem causar padrao em
mosaico. Nas doencas bronquiolares, as regides mais transparentes permanecem
nos cortes em expiracdo, devido ao aprisionamento de ar e mostram um pouco de
diminuicdo da transparéncia ou diminuicdo do volume nas doencas vasculares. A
tomografia de térax demonstra areas de perfusdo em mosaico, areas com
diminuicdo da vascularizacdo e aprisionamento de ar, que ficam mais evidentes na
expiracdo e presenca de bronquiectasias (MARKOPOULO et al., 2002). Embora
esses achados tomograficos ndo sejam especificos de bronquiolite obliterante
(Figura 3), a associacao das manifestacdes clinicas com os achados radiologicos €

muito sugestiva. Os achados de perfusdao em mosaico ou atenuagao do parénquima
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pulmonar podem ser observados em doencas vasculares e doencas difusas do
parénquima pulmonar, bem como, em doencgas das pequenas vias aéreas. Os
cortes tomograficos realizados em expiracao e, o uso de contraste, ajuda a separar

estas entidades clinicas (STERN et al,, 1995).
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FIGURA 3 - TCAR DE TORAX DE PACIENTE COM BO. areas de atenuagdo em mosaico,
bronquiectasias, espessamento brénquico.
FONTE: SANTOS, R.V. et al. Bronquiolite obliterante pos-infecciosa: aspectos clinicos e exames

complementares de 48 criancas. J Bras Pneumol , v.30, n.1, p.20-5, 2004.

Zhang et al. (2000) avaliaram 31 pacientes com diagndstico de
bronquiolite obliterante pods-infecciosa. Houve predominio no género masculino
(80,6%) com uma média de idade de 4,5 anos. A cintilografia de perfusao, realizada
logo apds o diagnéstico, evidenciou alteracfes de perfusdo em todos os pacientes.
Em 21 (67,8%) os defeitos de perfusdo eram de um segmento ou subsegmento e,
no restante, o padrdo era lobar. Comparando a cintilografia com as radiografias de
torax, foi observado que os defeitos de perfusédo, correspondiam as éareas de

espessamento brénquico e bronquiectasias, evidentes na radiografia. A cintilografia
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pulmonar ndo foi capaz de esclarecer a natureza das lesdes broncopulmonares,
mas permitiu avaliacdo objetiva da extensédo e gravidade das lesbes pulmonares

(ZHANG et al., 2000).

2.1.8 Funcéo Pulmonar

Alteracbes obstrutivas com aprisionamento de ar sdo geralmente
observadas nas provas de funcdo pulmonar. Testes de funcdo pulmonar em
lactentes tém mostrado um padrdo semelhante. Pacientes com les6es pulmonares
segmentares podem ter testes de funcdo pulmonar normais. Os achados
observados séo de disturbio ventilatério obstrutivo, padréo obstrutivo e restritivo
associados a aprisonamento de ar (SANTOS, ROSARIO, RIEDI, 2004; ZHANG et
al., 2000).

Colom et al. (2006) fizeram analise de 109 pacientes com BO, dos quais
75 realizaram testes de fung&o pulmonar. Os autores encontraram obstrucao fixa ao
fluxo aéreo, complacéncia diminuida e aumento da resisténcia. A média de resposta
ao broncodilatador foi de 7%. A maioria dos pacientes fez uso de oxigénio apés a
alta hospitalar por um periodo médio de 17 meses. Houve melhora da hipoxemia e
apenas 3% dos pacientes permaneceu em uso de oxigénio (COLOM et al., 2006).

Castro-Rodrigues et al. (2006) avaliaram 45 criancas internadas com
pneumonia por adenovirus. Apos 5 anos de evolucdo, 38 sobreviveram e destes,
47,4% desenvolveram BO pds-infecciosa. Estes apresentavam doenca mais grave
(internagdo em UTI, ventilacdo mecéanica, oxigénioterapia e uso de corticéides). Um
achado interessante € que ndo houve diferenca da resposta broncodilatadora entre
o grupo com e sem BO (94% versus 80%, respectivamente) (CASTRO-
RODRIGUEZ et al., 2006).

A hiperresponsividade bronquica (HRB) é uma das caracterisiticas da

asma e também, em criancas e adultos com doenca pulmonar obstrutiva crénica.
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Yoo et al. (2006) avaliaram a HRB em criancas com diagndéstico de asma (n = 30),
bronquiolite obliterante pds-infecciosa (n = 28) e criangas com historia de infeccao
de vias aéreas inferiores (grupo controle, n = 25). Os testes de provocacao
bronquica foram realizados com metacolina e 5-monofosfato de adenosina. A
metacolina age diretamente na musculatura brénquica, enquanto o monofosfato de
adenosina, age de forma indireta pela liberacdo de mediadores pro-inflamatorios
(De MEER, MARKS, POSTMA, 2004). A proposta do estudo foi comparar a
provocacao bronquica com metacolina e adenosina monofosfato em criangas com
diagnostico de bronquiolite obliterante pds-infeciosa pela medida dos valores de
PCy (concentracdo que determina uma queda de 20% do VEF;). A HRB a
metacolina foi observada em todos os pacientes com asma, em 22 (78,6%) do
grupo BO e em apenas 12% dos controles. Os resultados da provocacao bronquica
com monofosfato de adenosina foram: asma (93%), BO (28,5%) e grupo controle
(16%). Os pacientes com BO pos-infeciosa, geralmente apresentam HRB a
provocacao brénquica por metacolina e ndo ao monofosfato de adenosina, o que

sugere mecanismos diferentes do grupo de pacientes com asma (YOO et al., 2006).

2.1.9 Tratamento

N&o existe um protocolo definido para o tratamento de BO pos-infecciosa.
O uso de corticoide na fase precoce da doenca € um tratamento proposto por Moran
et al., com o objetivo de tentar modificar a resposta fibroblastica (MORAN,
HELLSTROM, 1958).

KIM et al. (2001) ao avaliarem a resposta do tratamento da BO po0s-
infecciosa com corticoide oral em 17 pacientes, encontraram que 11 (64,7%)
apresentaram melhora clinica. Quatro pacientes de 11, (com melhora ao uso de
CTC) e 5 de 6 (sem melhora), realizaram espirometria com prova broncodilatadora.

Entre os pacientes com melhora clinica ao uso de corticoide, 2 de 4 (50%)
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apresentaram resposta funcional ao uso de beta-2 inalatério. Apesar do numero
pequeno da amostra, a resposta positiva ao uso de beta agonista parece ser um
guia para o uso de corticéide sistémico prolongado (KIM et al., 2001).

O uso de oxigénio ainda é a principal forma de tratamento para BVA
(REYNOLDS, COOK, 1963; KIMPEM, SCHAAD, 1997). O uso de oximetro de pulso
geralmente é a Gnica monitorizacdo necessaria nas formas leves. E importante o
controle do balanco hidrico nas formas graves. O uso de broncodilatadores nao
muda a evolugdo clinica da doenca e ndo h& evidéncia para o uso de corticéide
inalatorio ou sistémico. A ribavirina pode ser considerada em lactentes abaixo de 6
meses, recém-nascidos prematuros e pacientes com imunodeficiéncia, mas sua
eficacia em prevenir, a longo prazo, as sequelas de infeccdo por VRS nado esta
estabelecida. Devido ao seu alto custo, a ribavirina geralmente ndo é disponivel
para tratamento nos paises em desenvolvimento (KELLNER et al., 1996). Alguns
pacientes com BO apresentam doenga de carater progressivo com pouca resposta
ao corticoide (KINDT et al., 1989). A bronquiolite obliterante pds-infecciosa, em
criancas, apresenta evolucao diferente, alguns pacientes com evidente melhora
clinica e nos niveis de saturacéo arterial (ZHANG et al., 2000; SANTOS, ROSARIO,
RIEDI, 2004).

Gerhardt et al. (2003) avaliaram o0 uso de azitromicina em 6 pacientes
com diagndstico de BO submetidos a transplante pulmonar. Os pacientes usaram
azitromicina na dose de 250mg, 3 vezes por semana, durante um tempo médio de
13,7 semanas (7 a 20,4 semanas). Destes, 5 apresentaram melhora significativa do
VEF; (média = 17,1%), valor absoluto de 0,5 L (GERHARDT et al., 2003). Assim
como em pacientes com fibrose cistica, o uso de azitromicina durante 3 meses,
mostrou-se eficaz na reducdo do numero de neutrofilos e dos niveis de IL-8 no
lavado broncoalveolar de pacientes submetidos a transplante pulmonar

(VERLEDEN et al., 2006).
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A BO é uma das principais complicacdes pos-transplante de pulméo e
responsavel por 30% dos Obitos no primeiro ano (TRULOCK et al., 2005).

Niveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6 e IL-8 estdo
associados com pior prognéstico de BO pds-adenovirus (MISTCHENKO et al.,
1994). O infliximab, um anticorpo monoclonal para TNF-a, foi utilizado em um
paciente com BO pos-transplante de pulméo e resultou em melhora clinica (tosse e
fadiga), dos parametros de espirometria (capacidade vital forcada e VEF;) e dos
achados radiologicos na TCAR de térax, 0 que abre uma nova perspectiva para o

tratamento desta complicacdo grave pos-transplante (FULLMER et al., 2005).

2.2.10 Prevencao

Vacina para prevencao de VRS néo apresenta eficacia comprovada, ao
contrario, pacientes vacinados podem desenvolver formas mais graves da doenca.
Recentemente, imunoglobulina monoclonal humanizada para VRS esta disponivel,
embora com alto custo, mesmo para pacientes de paises desenvolvidos. O numero
de pacientes que devem receber imunoglobulina (NTT), para evitar uma internacéo,
varia de 8 a 20, dependendo do estudo e da idade dos pacientes avaliados (PAES,
2003). Além disso, o virus respiratorio sincicial ndo € o principal virus envolvido na
patogénese da bronquiolite obliterante pds-infecciosa (COLOM et al., 2006).

Estratégias para prevenir infeccdo por adenovirus como 0
desenvolvimento de uma vacina, deveria ser motivo de pesquisa para prevenir uma
doenca com complicacdes tdo graves. Até o momento, o diagndstico precoce

permite o isolamento destas criancgas e tratamento agressivo (COLOM et al., 2006).
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2.3 FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica € a doenca genética fatal mais frequente na etnia branca.
Compromete principalmente individuos de origem européia e por isso, €
relativamente frequiente no Sul do Brasil, devido & miscigena¢do que ocorre nesta
populacdo. Até 1930, a doenca era reconhecida como uma sindrome clinica, mas as
caracteristicas clinicas sdo semelhantes com outras causas de ma absorcdo e
retardo de crescimento como a intolerancia ao gluten (ANDERSEN, 1938).

A fibrose cistica classica pode ser diagnosticada pelo teste do suor. Cerca
de 98% dos pacientes com fibrose cistica apresentam concentra¢des de cloro e ou
sédio elevados no suor (LeGRYS, 1996). No entanto, existem fenétipos de fibrose
cistica com teste do suor normal, onde outros métodos diagndésticos devem ser
utilizados para o diagnoéstico, como a pesquisa das mutacdes do gene CFTR e
avaliacao da diferenca de potencial nasal (WALLIS, 2003).

De 22.301 pacientes com fibrose cistica do Registro da Fundacao de
Fibrose Cistica, 8.637 (38,7%) sdo maiores de 18 anos. Isso representa um
aumento no numero de adultos nos ultimos 30 anos. Em 1970, eram apenas 700
pacientes.

Estas mudancas s&o atribuidas, em grande parte, a0 aumento da
sobrevida nos ultimos 30 anos. A mediana de sobrevida, de 16 anos em 1970,
aumentou para 32 anos atualmente. Para pacientes nascidos nos anos 90 a
mediana prevista € superior a 40 anos. Entre os pacientes com fibrose cistica, 64%
estdo entre 18 e 29 anos, 25% entre 30 e 39 anos, 10% entre 40 e 49 anos e 2%
sdo maiores de 50 anos. Entre os adultos com fibrose cistica, 53,9% séo homens, o
que reflete uma melhor sobrevida para o género masculino. A doenca predomina
nos caucasianos. Quase 90% dos adultos tém ensino secundario e mais de 25%

completaram a universidade. Aproximadamente 1/3 dos pacientes adultos estédo
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casados. A funcéo pulmonar de adultos com FC é muito variavel. Se considerarmos
a variavel VEF,, cerca de 36% dos pacientes tém funcdo pulmonar normal ou

levemente alterada, isto é, VEF; acima de 70% (WILFOND, TAUSSIG, 1999).

2.3.1 Conceito e Historico

A FC € uma doenca genética autossémica recessiva, grave, gue acomete
principalmente europeus e seus descendentes, secundaria a alteracdo no transporte
epitelial de ions. As principais manifestacdes clinicas comprometem o aparelho
respiratorio, digestério e reprodutor. A morbidade depende principalmente da
doenca do aparelho respiratério, que evolui para doenga pulmonar obstrutiva
cronica, mas outros problemas como insuficiéncia pancreatica e ma absorcao,
sinusite cronica, eletrélitos aumentados no suor e infertilidade podem ocorrer. Com
menor frequéncia pode ocorrer diabetes, cirrose, pancreatite e polipose nasal. A
gravidade e a expressao fenotipica varia muito, mesmo a taxa de declinio da funcao
pulmonar (ROWE, MILLER, SORSCHER, 2005).

Em 1938, ANDERSEN? citada por MEARNS (1993, p. 217) fez a
descricdo anatomo-patologica completa do que denominou “doenca fibrocistica do
pancreas”. Em 1943, FARBER?, citado por MEARS (1993, p. 217), chefe do Servico

de Patologia do Children's Hospital, Boston, com Harry Shwachman, concluiram ser

2 ANDERSEN, D.H. Cystic fibrosis of the pancreas and its relation to celiac disease: a
clinical and pathological study. Am J Dis Child , v.56, p.344-99, 1938.

®FARBER, S. Pancreatic insufficiency and the celiac syndrome. N Engl J Med , 1943;
229:653-82.
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a doenca generalizada e cunharam o nome “mucoviscidose”, que ressaltava o fato
de essa doenca caracterizar-se pelo aspe®cto espesso e viscoso das secrecdes.

Em 1946, ANDERSEN?, citado por QUINTON (1999, p. S4), sugeriu pela
primeira vez o padrdo de heranga autossdOmico recessivo.

Um passo essencial para o diagnéstico foi dado em 1953, quando DI
SANT’AGNESE et al.’, citado por QUINTON (1999, p. S4), demonstraram que
pacientes com fibrose cistica apresentavam teores elevados de cloreto de sodio no
suor.

Em 1959, o desenvolvimento do teste do suor por iontoforese por
pilocarpina resolveu muitos problemas diagndsticos e até hoje € o exame utilizado
para o diagndstico de fibrose cistica (GIBSON e COOKE, 1959).

Em 1985, o gene que em sua sequéncia normal protege o0s seres
humanos de desenvolverem a doenca, foi localizado no braco longo do
cromossomo 7 (KNOWLTON et al.,, 1985); em setembro de 1989 foi clonado,
sequenciado e sua mutacdo mais frequente identificada (KEREM et al.,, 1989;

RIORDAN et al., 1989; ROMMENS et al., 1989).

2.3.2 Incidéncia
Sua incidéncia é, em média, de 1 caso em cada 2.500 nascimentos e o

namero de heterozigotos é estimado em 1 em cada 25 europeus. Calcula-se que

4 ANDERSEN, D.H.; HODGES, R.C. Celiac syndrome. V. Genetics of cystic fibrosis of
the pancreas with a consideration of etiology. Am J Dis Child , v.72, p.62-80, 1946.

°® DI SANT'AGNESE, P.A.; DARLING, R.C.; PERERA, G.A.; SHEA, E. Abnormal
electrolytic composition of sweat in cystic fibrosis of the pancreas; clinical significance and
relationship to the disease. Pediatrics , v.12, n.5, p. 549-63, 1953.
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entre os afro-americanos a incidéncia de FC seja de 1 caso em cada 15.000
nascidos (HAMOSH et al., 1998) e de 1 caso em cada 90.000 orientais nascidos no
Havai (WRIGHT; MORTON, 1968).

Raskin, pela analise da frequéncia das principais mutacbes de FC no
estado do Parana, encontrou uma incidéncia estimada de 1:6.803 (IC de 95% =
1.103 - 41.270) e a probabilidade de um individuo ser portador do gene FC de 1:42,
(IC de 95% = 17 - 102) (Tabela 5).

TABELA 5 -ESTIMATIVAS E LIMITE DE CONFIANCA DE 95% DA FREQUENCIA DE
HOMOZIGOTOS E DE HETEOZIGOTOS PORTADORES DE FIBROSE CISTICA,
EM EURO E AFRO-BRASILEIROS

HOMOZIGOTOS HETEROZIGOTOS PORTADORES
ESTADO - Intervalo de _ Intervalo de
Incidéncia Frequéncia
Confianca Confianca
EURO-BRASILEIROS
Rio GrandedoSul 1 em 1587 504 a 5 005 1 em 20 12 a 36
Santa Catarina 1 em 12195 2044 a 72690 1 em 56 23 a 135
Parana 1 em 6803 1103 a 41720 1 em 42 17 a 102
Sé&o Paulo 1 em 32258 3281 a 318549 1 em 90 29 a 282
Minas Gerais 1 em 21277 2895 a 156449 1 em 73 27 a 198
TOTAL GERAL 1 em 7576 3633 a 15802 1 em 44 31 a 63
COMBINADO 1 em 20202 8651 a 47179 1 em 58 38 a 88
AFRO-BRASILEIROS 1 em 14085 231 a 850 965 1 em 60 8 a 458
FONTE: RASKIN, S. Estudo multicéntrico das bases de genética molecular e da epidemiologia da
fibrose cistica em populacdes brasileiras . Curitiba 2001. Tese de doutorado - Universidade

Federal do Parana.

A triagem neonatal para FC no estado do Parana, Brasil, iniciou no ano de
2001 e, até abril de 2004, aproximadamente meio milhdo (456.982) de criancas
foram avaliadas. Foram identificadas 48 criancas com fibrose cistica, 0 que permite

estabelecer uma incidéncia de 1:9.520 nascimentos, mas o0s autores lembram que
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esta incidéncia pode ser um pouco maior, se for considerado que algumas criangas
nao tinham completado o processo de investigacao e, mesmo pela eventualidade de
algum caso néao ter sido identificado como consequéncia do resultado falso-negativo
do teste de triagem neonatal (SANTOS et al., 2005). Se analisarmos a incidéncia de
FC no Parana pelo teste de triagem neonatal, a possibilidade de alguém ser

portador de uma mutagdo do gene FC é de 1:49.

2.3.4 Aspectos Clinicos

Os critérios diagnoésticos para fibrose cistica estdo apresentados no
quadro 2, apesar da heterogeneidade clinica e das mais diversas épocas da vida
em que é possivel diagnosticar a doenca (desde a fase intra-uterina até idade mais
avancada). Houve 1 caso diagnosticado aos 69 de idade, em uma mulher com
histéria de bronquite cronica. O diagndstico foi realizado pela presenca de uma
histéria familiar sugestiva, esteatorréia, bronquiectasias, insuficiéncia respiratéria e
eletrdlitos elevados no suor. Na pesquisa das mutacdes a paciente era heterozigota

para a mutacdo DF 508 (Van BIEZEN, OVERBEEK, HILVERING, 1992).

QUADRO 2 - CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DA FIBROSE CISTICA

PRESENCA DE UMA OU MAIS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
1- Doenga sinuso-pulmonar cronica;

2 - Alteracdes gastrintestinais e nutricionais;

3 - Sindrome da perda de sal;

4 - Anomalias urogenitais no homem com azoospermia obstrutiva;

5 - Histdria familiar positiva.

ASSOCIADOS (alteracdo da CFTR)
- concentracéo de cloreto no suor acima de 60 mEg/l e/ou;
- Potencial nasal alterado e/ou;

- Presenca de duas mutagdes para fibrose cistica.

FONTE: WALLIS, C. Diagnosis and presentation of cystic fibrosis. In: CHERNICK, V.; BOAT,
T.F.; WILMOTT, R.W.; BUSH, A. (eds). Kendig’'s Disorders of the Respiratory Tract
in Children . 7" ed, Philadelphia: Saunders Elsevier. 2006, p.866-72.
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Os pacientes com FC apresentam, quase sempre, algum grau das

diferentes anormalidades caracteristicas da doenca:

a) concentracdo elevada de ions inorganicos nas glandulas exécrinas, com
niveis aumentados de sodio (Na*) e cloro (CI") no suor;

b) viscosidade aumentada do muco das glandulas secretoras, associada a
obstrucao ou perda da funcao glandular;

c) susceptibilidade aumentada a colonizagdo brénquica por grupos

especificos de bactérias.

QUADRO 3 - FORMAS ATIPICAS DE APRESENTACAO DA FIBROSE CISTICA
MANIFESTAC;()ES RESPIRATORIAS

Bronquiolite/asma
Pneumonia estafilocécica

Colonizacao do trato respiratorio por Pseudomonas

Pélipos nasais

MANIFESTACOES GASTRINTESTINAIS

Prolapso retal/sindrome da rolha meconial

Dor abdominal recorrente e/ou massa no quadrante inferior direito
Ictericia neonatal prolongada/edema hipoprotéico

Deficiéncia vitaminica (A, D, E, K)/Cirrose biliar com hipertenséo portal
Acrodermatite enteropatica (tipo déficit de zinco e acidos graxos)
Volvo intra-uterino/pancreatite recorrente

MANIFESTACOES GENITO-URINARIAS

Infertilidade masculina

Infertilidade feminina
OUTRAS MANIFESTACOES

Alcalose hipoclorémica, hiponatrémica

Mae com um filho afetado de fibrose cistica

FONTE: WELSH, M.J. et al. Cystic fibrosis. In: SCRIVER, C.R; BEAUDET, A.L; SLY, W.S; VALLE, D. The
metabolic and molecular bases of inherited disease , 7. ed. New York: McGraw-Hill. 1995,
p.3799-876.

A FC pode manifestar-se de diferentes formas, simulando varias

entidades clinicas, conforme indicado no quadro 3. As manifestacbes mais comuns
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incluem tosse persistente e presenca de infiltrados pulmonares refratarios ou
recorrentes. Manifestacdes gastrintestinais, tais como ileo meconial, ocorrem em
aproximadamente 10% dos afetados, assim como déficit de crescimento

acompanhado de esteatorréia.

Afetados com histéria familiar de FC podem ser diagnosticados no inicio dos
sintomas ou até antes, por meio das técnicas de biologia molecular. Para um
namero consideravel de afetados, a FC pode ter seu diagndstico retardado ou
despercebido nas primeiras décadas de vida por causa de formas atipicas de
apresentacao ou por desconhecimento dos sinais da doenca pelos profissionais da

area de saude (WALLIS, 2006).

2.3.4 CFTR

Em 1949, Lowe, May e Reed, estabeleceram que a fibrose cistica poderia
ser causada por um defeito genético (em um Unico gene e portanto, uma proteina)
com um padrdo autossdmico recessivo (LOWE, MAY, REED, 1949). A
caracterizacdo do mecanismo molecular foi identificar qual proteina seria
responsavel. A presenca de quantidade elevada de sodio e cloro no suor sugeria
uma alteracdo no transporte de eletrdlitos. Quinton (1986) sugeriu que o ducto das
glandulas sudoriparas, dos pacientes com fibrose cistica, seria impermeavel ao
cloro (QUINTON, 1986). Estudos do epitélio nasal e, posteriormente, das células
epiteliais das vias aéreas de pacientes com fibrose cistica, forneceram evidéncias
conclusivas de um defeito na permeabilidade do cloro (WELSH, LIEDTKE, 1983;
KNOWLES et al., 1983). Em seguida, Collins e Weissman, identificaram o gene
responsavel pela doenca e denominaram de CFTR (COLLINS, WEISSMAN, 1984).

Rich et al. (1990) demostraram que a expressdo da CFTR em células

sem canais de cloro levava ao aparecimento de outras formas de permeabilidade ao
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cloro (RICH et al., 1990). Parece que o papel da CFTR na porcédo apical das células
epiteliais pode ir além da permeabilidade ao canal de cloro. Em humanos e ratos, a
auséncia da CFTR influencia a expressado de outras proteinas responsaveis por
transporte idnico, processo inflamatério e de resposta celular (XU et al., 2003).
Estas outras proteinas sao potenciais modificadores do fenotipo da fibrose cistica e
podem explicar os diferentes fenétipos e gravidade entre pacientes com as mesmas
mutacdes para o CFTR. Algumas funcdes para a CFTR tém sido descritas por Rowe

(2005), ROWE, MILLER, SORSCHER, 2005), como:

- diminui o transporte de sodio na célula epitelial;
- regulacdo canais de cloro ativado por célcio;

- regula os canais de potassio;

- funcéo de exocitose;

- formacédo de complexos moleculares.

A auséncia de atividade normal da CFTR em pacientes com fibrose cistica
provoca obstrucao nas vias aéreas do aparelho respiratério e em outros orgdos. No
pulm&o, a secrecdo espessa e viscosa provoca obstrucdo das vias aéreas distais e
glandulas submucosas que expressam a CFTR (ENGELHARDT et al.,, 1992). A
impactacdo de muco nos ductos pancreéticos ocasiona fibrose crénica, substituicao
da glandula por gordura ou ambos e a apresentacao de formas frustras da doenca
em grupos de pacientes com diagndstico prévio de pancreatite alcodlica ou
idiopatica (COHN et al., 1998; SHARER et al., 1998). Aproximadamente 10% dos
pacientes com fibrose cistica nascem com obstrucéo intestinal (ileo meconial), uma
condicao fatal, se néo tratada. Homens com fibrose cistica geralmente séo inférteis,
secundéario a obstru¢do glandular in utero, o que causa involu¢cdo do canal

deferente, ductos de Wollf e estruturas associadas. As muta¢des do CFTR também
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causam infertiidade como uma variante de fibrose cistica denominada auséncia
congénita bilateral do ducto deferente (CHILLON et al., 1995).

De forma semelhante, a obstrucdo de canaliculos biliares geralmente
determina lesdo hepatica e, em alguns casos, cirrose biliar (ROWE, MILLER,
SORSCHER, 2005). A CFTR é uma proteina multifuncional e a sua atividade como
canal de cloro esta entre outras a serem pesquisadas. Parece funcionar como uma
“plataforma” que permite a localizacdo do processo inflamatério na proximidade da
membrana apical. Isto poderia “ligar” a funcdo alterada da proteina CFTR com
inflamacéo, por provocar uma alteracdo no metabolismo dos &cidos graxos. Embora
especulativo, ndo é improvavel que outras fun¢cdes da CFTR (de controle e de
proteina, ndo de controle de canal) podem ser importantes na patogénese da FC,
assim como um melhor conhecimento das suas propriedades como proteina de

transporte (MEHTA, 2005).

2.3.5 Mutacdes no Gene CFTR

As mutacOes associadas a FC ndo sao aleatérias e se localizam mais
freqlientemente na primeira metade do gene CFTR, principalmente na 12 regido
NBF (Nucleotide Binding Fold), particularmente nos exons 10 e 11. A 12 regido MSD
(Membrane Spanning Domain) revela um aglomerado de mutacdes nos exons 4 e 7.
Poucas e raras mutagdes sdo encontradas na subunidade R e na 22 regido MSD. A
22 regido NBF, assim como a 12, é sitio de diversas mutacdes, principalmente nos
exons 19 e 20 (figura 4).

A maioria das mutacbes na regido codificante da CFTR envolvem
transicdes do tipo G-A (24,1%) e C-T (14,7%), enquanto transversdes G-T (11,9%)
sao o terceiro tipo mais comum. Entretanto, apenas 15,7% das mutacdes de ponto
na regido codificante ocorrem em sitios CG, em contraste com o que sucede em

outros genes humanos (COOPER; KRAWCZAK, 1993; MORRAL et al., 1994).
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FIGURA 4. ESTRUTURA DO GENE CFTR E DA PROTEINA
FONTE: W.B. Saunders Company items and derived items copyright 2002 by W.B. Saunders

Company (figura original).

Ha atualmente 1502 mutac¢les listadas nos dados da CFF (CYSTIC
FIBROSIS FOUNDATION - CFMDB Statistics). Cerca de 42% das mutacdes é
modificacdo ou alteracdo do sentido devido a substituicdo de aminoacidos
(missense); 15,6% € do tipo que desvia ou altera o quadro de leitura (frameshift);
14,7%, por variacdo da sequéncia; 12,5%, do tipo que impede o correto
processamento (corte e reunido) do RNA mensageiro (splicing); 9,7%, do tipo que
causa a terminacdo da cadeia (nonsense); 4,8%, delecdes e 10%, sdo de outros
tipos (Figura 5).

Extensas analises haplotipicas, utilizando marcadores extra e intragénicos,

demonstram que a maioria das mutacdes esta associada com haplétipos dnicos, o
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que indica que tais mutacbes sdo derivadas de um evento mutacional Unico
(MORRAL et al.,1996). Enquanto em algumas populacdes € possivel identificar
praticamente todas as mutacdes do gene CFTR presentes nos afetados, em outras
isso ndo é possivel, o que mostra a importancia dos polimorfismos extragénicos,
KM19 e XV2C e intragénicos, como instrumento no aconselhamento genético. Ja
foram identificados polimorfismos intragénicos de repeticdes TA, CA, GT ou TTGA
nos introns 1, 6a, 8 e 17b (ZIELENSKI et al., 1991; MOULIN, SMITH, HARRIS,
1997).

"Nonsense Mutation"
TAC GTG ATT | CCA AAG TAG |ACT
AUG |CAC UAA |GGU UUC AUC |UGA
met his - - - - -

"Missense mutation”
TAC |GTG ATA GCA AAG TAG ACT
AUG CAC UAU CGU UuC AUC UGA
met  his tyr arg phe ile -

WILD TYPE

ACAGCTATGACCATG ATT ACGGATTCACGTG
TETCGATACTGGTAC TAA TGCCTAAGTGAC

- Transeription
~ACA GCUAUGACCAUG AUU ACGGAU UCA CUG -
" Translation

[Met 5 Thr Met f lle JThr qAspSer Jleur
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FRAMESHIFT
-insertion
-deletion
-+
y
35 . 45 - 55 .
~ACAGCTATGACCCATGATTACGGATTCACTG..
~TGTCGATACTGGGTACTAATGCCTAAGTGAC..

“P” Transcription
ACAGCU AUG ACCCAU GAU UACGGAUUCACUG

~g» Translation

I u u H L L u L

1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 5. EXEMPLOS DE MUTACOES NO GENE CFTR.

FONTE: CFF. CFMDB Statistics . Disponivel em: <http://www.genet.sickkids.on.ca/
cftr/> Acesso em 05 de set. 2006

Outras mutagdes sdo associadas com dois ou trés haplétipos diferentes e
portanto, ndo podem ser derivadas uma da outra por mecanismos moleculares
simples (MORRAL, LLEVADOT, CASALS, 1994). Além disso, como algumas
dessas mutacdes sdo detectadas em diferentes grupos continentais, provavelmente
representam mutacdes recorrentes que se originaram independentemente em
cromossomos com diferentes haplétipos. Poucas publicacbes descrevem novas
mutagdes no gene CFTR, ambas paternas, uma ocorrendo em um dinucleotidio CG
e outra trocando T para G, demonstrando a taxa muito baixa de novas mutagdes no

gene (CASALS et al., 1998).

O alelo 5T é um polimorfismo no intron 8 do CFTR que ja foi demonstrado
reduzir sua funcao, pela reducédo na transcricdo do éxon 9. Este alelo ocorre em
10% dos individuos caucasianos. A figura 6 ilustra a representacdo detalhada do

intron 8.
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FIGURA 6. INTRON 8 COM A SEQUENCIA DE TIMIDINAS
FONTE: CFF. CFMDB Statistics . Disponivel em: http://www.genet.sickkids.on.ca/ cftr/> Acesso em 05 set.
2006.

Ha um polimorfismo na sequéncia de timidinas ao final do intron 8 do
gene CFTR; trés diferentes alelos podem ser encontrados na dependéncia do
namero de timidinas 5, 7 e 9 (CHU et al.,1991). O numero de timidinas determina a
eficiéncia pela qual o local de sobreposi¢cdo do intron 8 sera utilizado. A eficiéncia
diminui quando uma extensdo de residuos de timidina € menor. Uma maior
proporcdo da CFTR transcrita com a falta da sequéncia do éxon 9, a qual codifica
parte do NBD1, sera encontrada quando uma sequéncia menor de timidinas estiver
presente (CHU et al., 1993).

Se a mutacdo R117H estiver associada com o alelo 5T o paciente
apresentara FC. Uma mutacdo R117H, associada ao alelo 7T, determina FC ou

ACBDD. (KIESEWETTER et al., 1993)
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Teng et al. (1997) observaram que o alelo 5T resulta em maior ineficiéncia
da sobreposicao do local de acesso. A maioria da CFTR transcrita de um alelo 5T

resultara na falta do sequenciamento do éxon 9 (TENG et al.,1997).

2.3.6 Mutacao DF508

A comparacéo da sequéncia de bases nitrogenadas do gene mutado com
a sequéncia do alelo selvagem confirmou os resultados dos estudos genéticos com
os marcadores extragénicos ligados ao gene, ou seja, de que a maioria dos
afetados € portador da mesma mutacdo, a qual consiste em uma delecdo de 3
pares de bases entre 0s nucleotidios 1652 e 1655 do éxon 10, tendo como
consequéncia uma dele¢do do aminoécido fenilalanina no cédon 508 (GELEHRTER,
COLLINS, 1990) (Quadro 4).

QUADRO 4 - MUTAGCAO DF508 DO GENE CFTR

SEQUENCIA SELVAGEM DE PARTE DO EXON 10 DE CFTR

DNA GAA AAT ATC ATC TTT GGT GTT TCC
Aminoacido Glu Asn lle lle Phe Gly Val Ser
Cddon 504 505 506 507 508 509 510 511

SEQUENCIA DE PARTE DO EXON 10 DE CFTR COM A MUTAGAO DF508

DNA GAA AAT ATC AT- --T GGT GTT TCC
Aminoacido  Glu Asn lle lle Gly Val Ser
Coédon 504 505 506 507 508 509 510 511

FONTE: GELEHRTER, T.D.; COLLINS, F.S. Anatomy of the human genome: gene mapping and linkage. In:
Principles of medical genetics . Baltimore: Williams & Wilkins, 1990. p. 193-227. (Adaptado)

Essa delecdo acontece em uma regido chave da proteina CFTR, fazendo
com que a proteina codificada com a mutacdo DF508, fique presa no citoplasma
celular, no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico, ndo atingindo portanto,
a sua localizacao final e correta, que seria o apice da membrana celular (KEREM et

al., 1989).
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E a mutacdo mais freqilente no CFTR na grande maioria das populagdes
mundiais, tendo sido detectada em 66,6% de 11.378 cromossomos em diversos
continentes (CFGAC, 1990). Entre as populacdes, porém, existem profundas
variacdes nessa frequéncia: desde 22% em Israel, 26% na Argélia e na Turquia, até
88% dos alelos mutados na Dinamarca (CFGAC, 1990).

As mutacdes mais freqientes encontradas por Bernardino et al. (2000) e
por Raskin et al (1997) foram semelhantes e observadas na mesma ordem de
freqiiéncia (DF508, G542X, R1162X, N1303K e R334W) (RASKIN et al., 1997;
BERNARDINO et al., 2000). Na tabela 6 € apresentada a frequéncia das mutacdes
detectadas, classificadas por grupo continental e por Estado de nascimento dos
afetados.

Entre os afetados euro-brasileiros, cinco das mutacdes testadas (DF508,
G542X, N1303K, R553X e G551D) foram detectadas em 59,4% dos alelos, e 23 das
70 mutacgdes pesquisadas foram detectadas em 80,7% dos alelos testados.

A mutacao mais frequente foi a delecdo DF508 (48,7%) e a segunda mais

frequente foi G542X (7,1%).

2.3.7 Mutacdes CFTR e suas Consequéncias

O gene CFTR é formado por 180.000 pares de bases ao longo do
cromossomo 7. A proteina contém 1480 aminoacidos. Mais de 1500 mutacdes
associadas a doenca foram descritas CFF. CFMDB Statistics. (Disponivel em:
<http://www.genet.sickkids.on.ca/ cftr/> Acesso em 05 set. 2006). Estas mutacdes
sao classificadas em classes, de acordo com o mecanismo pelo qual ela
provoca doenca. A mais frequiente € a delta F 508 e, esta presente em 47%
dos pacientes com fibrose cistica do Parana e classificada como grau Il
(RASKIN, 2001) Quando sintetizada, a proteina é rapidamente degradada

antes de atingir a parte apical da célula.
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TABELA 6 - FREQUENCIA DAS MUTACOES CFTR DETECTADAS EM INDIVIDUOS AFETADOS, POR
GRUPO CONTINENTAL E ESTADO DE NASCIMENTO

EURO-BRASILEIROS L
AFRO
. BRASILEIROS | TOTAL
MUTACOES RS | SP | sC | PR | MG Total® SC, PR, MG®
n n n n n n % n % n % N %
DF508 52 57 53 39 54 255 48,7 146 47,1 8 10,5 263 43,8
G542X 3 11 6 9 8 37 7,16 23 7,4 1 1,3 38 6,3
R1162X NT NT 9 2 4 15 4,8 2 2,6 17 4,4
N1303K 4 0 5 5 0 14 2,7 10 3,2 0 0 14 2,6
R334W NT NT 5 1 4 10 3,2 0 0 10 1,7
G85E NT NT 2 2 4 8 2,6 1 1,3 9 2,3
1717-1G-A NT NT 1 3 2 6 1,9 0 0 6 1,6
W1282X NT NT 4 1 1 6 1,9 0 0 6 1,6
3849+10kbC - T NT NT 1 3 1 5 1,6 0 0 5 1,3
R553X 0 2 0 2 0 4 0,8 2 0,7 0 0 4 0,7
1812-1G-A NT NT 0 1 3 4 1,3 1 1,3 5 1,3
2183AA-G NT NT 2 1 0 3 1,0 0 0 S 0,8
3120+1G A NT NT 0 0 2 2 0,7 2 2,6 4 1,0
Y1092X NT NT 0 1 1 2 0,7 1 1,3 S 0,8
G551D 0 1 0 0 0 1 0,2 0 0 0 0 1 0,2
W1089X NT NT 0 0 1 1 0,3 0 0 1 0,3
621+1G-T NT NT 0 1 0 1 0,3 0 0 1 0,3
Q1238X NT NT 0 1 0 1 0,3 0 0 1 0,3
711-1G-T NT NT 0 1 0 1 0,3 0 0 1 0,3
R347P NT NT 1 0 0 1 0,3 0 0 1 0,3
1898+1G - A NT NT 1 0 0 1 0,3 0 0 1 0,3
S549R NT NT 1 0 0 1 0,3 0 0 1 0,3
1507 NT NT 0 0 1 1 0,3 0 0 1 0,3
SUBTOTAL 59 71 91 73 | 86 311 59,45 250 80,7 16 21,1 397
Mutacbes
ndo-detectadas 47 37 5 27 28 213 40,7 60 19,4 60 79,0
TOTAL GERAL 106 108 96 100 114 524 100,0 310 100,0 76 100,0 600 100,0
TAXA DE
DETECCAO (%)
5 mutacdes 50,9 65,7 66,7 55,0 544 594 58,4 13,2
70 mutagbes NT NT 94,8 73,0 754 NT 80,7 21,1
FONTE: RASKIN, S. Estudo multicéntrico das bases de genética molecular e da epidemiologia da fibrose

cistica em populagbes brasileiras . Curitiba 2001. Tese de doutorado - Universidade Federal do
Parana.

NOTA: NT=nd&o-testadas.

(1) Frequéncias referentes apenas as 5 mutacdes assinaladas em negrito, testadas nos cinco Estados.

(2) Frequéncias referentes as 23 mutacdes detectadas das 70 testadas nesses trés Estados. As seguintes
mutagcBes foram testadas mas ndo detectadas nas amostras: A455E, A559T, C524X, D1270N, E60X,
G178R, G330X, 2307insA, 1148T, K710X, P574H, Q493X, Q890X, R1158X, R117H, R347H, R352Q,
R560T, S1196X, S1255X, S364P, S549N e V520.
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Assim como a proteina codificada pela mutacdo DF508, outras proteinas
sao rapidamente degradadas, tais como as codificadas pelas N1303K, G85E e
G91R. Cerca de 5 a 10% das mutacdes sédo classe I, como a 542X. Outras
mutacgOes codificam a CFTR completamente, mas sem atividade (classe lll), por
exemplo, a mutacdo G551D. A proteina resultante da mutacdo A455E (classe V),
possui uma atividade parcial no transporte de ions, o que confere o fenotipo mais
leve (GAN, VEEZE, van den OUWELAND et al., 1995). As muta¢cOes de classe V
configuram uma sintese reduzida da CFTR e, as de classe VI, uma estabilidade
alterada da CFTR na superficie celular (WELSH, SMITH, 1993; HAARDT et al.,
1999).

A fibrose cistica é a principal causa de insuficiéncia pancreatica na
infancia. A fibrose cistica é causada por mutacdes no gene CFTR que codifica uma
proteina expressada na parte apical das células epiteliais exdcrinas. O aparelho
gastrintestinal e os ductos pancreéticos apresentam semelhangas com o epitélio
respiratério. A alteracdo do transporte de agua, ions e nutrientes, pelo epitélio
intestinal € responséavel por sintomas como ileo meconial. Alteragbes semelhantes
sdo observadas no epitélio pancreatico, 0 que leva a sintese de secregdo
pancreatica exdcrina pobre em bicarbonato, com pH baixo e pequeno volume. As
secrecfes espessas provocam obstrucdo do ducto pancreético, diminuicdo da
secrecdo de enzimas pancredticas, dilatacdo dos ductos e fibrose pancreética
(TAYLOR, ASWANI, 2002).

Entre 10 e 15% dos pacientes com fibrose cistica apresentam secrecéo
pancreatica normal (DOOLEY et al., 1956). O fendtipo mais leve destes pacientes
com suficiéncia pancreética foi descrito em 1975 por Shwachman, que relatou em
seus pacientes, auséncia de complicacbes gastrintestinais, diabetes, doenca
hepatica, prolapso retal e deficiéncia de vitaminas. Estes pacientes tinham melhor
crescimento e desenvolvimento (SHWACHMAN, 1975). O grau de correlagéo entre

0 gendtipo CFTR e o fendtipo de FC varia muito, mas é alto para as manifestacdes
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pancredticas e pobre para as manifestacées pulmonares. O fenétipo de insuficiéncia
pancreatica ocorre em pacientes com duas mutagdes graves como AF508, A1507,
G551D e R553X (KRISITIDIS et al., 1992). Pacientes que possuem mutacdes leves
(R117H, A455E, R334W) em um ou dois cromossomos tém fendtipo respiratorio
leve, melhor sobrevida e concentracées de cloro no suor mais baixa do que
pacientes com insuficiéncia pancreatica (GASKIN et al., 1982; HUANG et al., 1987).

Algumas condi¢cées podem estar associadas com uma frequéncia maior
das mutacdes no gene CFTR, mas com evidéncias insuficientes para o diagnostico

de fibrose cistica (WALLIS, 2006).

Pancreatite, aguda ou recorrente.
Bronquiectasias disseminadas
Azoospermia obstrutiva isolada
Aspergilose broncopulmonar alérgica
Panbronquiolite difusa

Colangite esclerosante
Hipertripsinogenemia neonatal

Rinossinusite

© © N o o A~ w bdh PRF

Exaustéo pelo calor

2.3.7.1 Pancreatite cronica

Pacientes com diagndstico de pancreatite idiopatica podem apresentar
maior frequéncia de mutagbes do gene CFTR (COHN et al.,, 1998). Os autores
avaliaram 27 pacientes com diagndstico de pancreatite crbnica idiopatica. A
avaliacdo laboratorial incluiu 17 mutagfes para FC e também para o alelo 5T. Dez
(37%) pacientes tinham a presenca de pelo menos um alelo anormal para o gene

CFTR; oito deles, uma mutacdo no gene CFTR com uma taxa de prevaléncia de
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11:1; (IC de 95%: 0,05 - 0,23). Houve uma associagcdo evidente entre pancreatite
cronica e mutacdes no gene CFTR.

Sharer et al. (1998) relataram achados semelhantes em 134 pacientes
com pancreatite cronica (SHARER et al., 1998). Vinte e duas muta¢gdes no gene
CFTR foram analisadas. Dezoito (13,4%) tinham uma mutagdo em um dos alelos
comparado com uma frequéncia de 5,3% entre 600 pessoas nao aparentadas com
histéria familiar de fibrose cistica. O alelo 5T no intron 8 (14 de 134) é duas vezes
mais freqlente que o esperado para a populacdo saudavel (10,4%). Achados
semelhantes foram relatados por outros autores (TRUNIGER et al., 2001).

Gomez Lira et al. (2000) postularam que as mutagbes no gene CFTR
podem estar envolvidas na obstrucdo pancreatica com manifestagdes de pancreatite
idiopatica ou hipertripsinemia neonatal. Com esta hip6tese, os autores realizaram
screening das mutacfes FC em 32 pacientes com pancreatite idiopatica, dos quais
14 eram portadores da variante 5T ou tinham teste do suor limitrofe; os outros 18,
ndo apresentavam mutacdes para FC ou qualquer caracteristica para FC. Além
disso, avaliaram 49 recém-nascidos com hipertripsinemia e teste do suor normal (32
apresentavam uma mutagcao FC). Entre as mutacdes raras, a mais frequente foi a
L997F, presente em 4 de 32 (12,5%) pacientes com pancreatite idiopatica e, em 4
de 49 (8%) dos recém-nascidos com hipertripsinemia. Estes dados sugerem que a
mutacdo L997F parece estar associada com um aumento da susceptibilidade da
obstrucdo dos ductos pancreaticos (GOMEZ LIRA et al., 2000).

Scotet et al. (2001) avaliaram a frequiéncia de heterozigotos entre criangas
com hipertripsinemia detectadas pelo programa de triagem neonatal em Brittany
(Franca). Um total de 160.019 recém-nascidos foram avaliados. De 1964 com
aumento de IRT, 60 tinham FC e 213 eram portadores. A frequéncia de
heterozigotos foi 12,8%, trés vezes maior que o esperado para a populacdo

saudavel (3,9%). Este estudo demonstra em neonatos com hipertripsinemia, uma
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frequéncia maior de heterozigotos em relagdo a populacdo saudavel (SCOTET et

al., 2001).

2.3.7.2 Rinossinusite cronica

A inflamacdo do epitélio das cavidades paranasais é uma condicdo
comum nas infec¢Bes do trato respiratorio superior (GWALTNEY et al., 1994). A
forma persistente deste problema, a rinossinusite crénica (RSC), é uma doenca
cronica que afeta cerca de 14% da populagdo dos EUA. Muitos fatores ja foram
considerados como contribuintes para a fisiopatologia deste problema, mas pouco
se sabe sobre a sua base molecular (KALINER et al., 1997). A rinossinusite € um
achado clinico frequente em pacientes com fibrose cistica (GYSIN, ALOTHMAN,
PAPSIN, 2000). O espectro fenotipico da fibrose cistica € muito variavel. Por
exemplo, descobriu-se que pacientes portadores de FC atipica apresentam doenca
pulmonar com eletrolitos no suor normais e mutacdes nos dois genes de CFTR
(HIGHSMITH et al., 1994). Recentemente, também foi demonstrado que pacientes
com polipose nasal apresentam maior frequéncia de mutagbes no gene CFTR
(KOSTUCH et al., 2005), assim como em individuos com pancreatite cronica isolada
(COHN et al., 1998; SHARER et al., 1998) e aspergilose broncopulmonar (MILLER
et al., 1996).

Pacientes portadores de uma mutacdo para fibrose cistica podem
expressar clinicamente sintomas da funcdo diminuida da CFTR em algum érgao
alvo (deferente, pulmé&o e pancreas). No entanto, esses pacientes ndo apresentam
manifestacdes clinicas de fibrose cistica e tém teste do suor normal. Por exemplo,
até 66% dos pacientes com auséncia congénita bilateral do ducto deferente podem
ter mutagcBes do gene CFTR e acredita-se que um Unico alelo pode determinar uma
alteracdo no canal do cloro no epididimo e uma possivel regressdo precoce do
ducto mesonéfrico (DOHLE et al., 1999). Em alguns individuos que sdo portadores

de mutacéo no gene CFTR, a manifestacdo da doenca pode ser precipitada por um
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fator adicional como tabagismo, consumo de 4&lcool ou atopia no caso de
aspergilose broncopulmonar (RAMAN et al., 2002).

A RSC é uma causa de morbidade importante em criancas. Atopia e
imunodeficiéncias, especialmente humorais, sdo fatores de risco para RSC e
ocorrem em 40 a 55% dos casos. No restante, nenhum fator predisponente é
encontrado. Considerando que RSC é um sintoma de FC e que FC atipica pode
manifestar-se como RSC, Raman et al. (2002) avaliaram 58 criangas com
manifestacbes de RSC e que ndo preenchiam critérios diagnésticos para FC. A
presenca de mutagbes FC foi encontrada em 12,1% dos pacientes para uma
frequéncia esperada de 3 a 4%. A frequéncia do polimorfismo 5T no intron 8 foi igual
a da populacédo saudavel. Estes achados sugerem a importancia das mutag¢des no
gene CFTR como fatores predisponentes para o desenvolvimento de RSC em
criancas (RAMAN et al., 2002).

A RSC é aspecto quase invariavel da FC que apresenta um aspecto
fenotipico amplo. Existem alteragbes nas cavidades paranasais que, quando
presentes, sdo patognomonicas de FC (GYSIN, ALOTHMAN, PAPSIN, 2000). Wang
et al. (2005) avaliaram se a presenca de mutacdes no gene CFTR é fator
predisponente para rinossinusite cronica. Realizaram um estudo caso controle em
147 pacientes com RSC onde foram pesquisadas 16 mutac¢des para FC. Pacientes
com uma mutacao realizaram teste do suor, medida da diferenga de potencial nasal
e avaliacdo de DNA para outras mutagcdes. Em onze pacientes foram encontradas
mutacdes de FC (destes, 1 foi confirmado o diagnéstico de FC). A presenca de uma
mutacdo de FC em 10 pacientes com RSC (7%), foi estatisticamente superior aos
controles (2%), o que demonstra que a presenca de uma mutacdo FC pode estar
associada com o desenvolvimento de RSC na populacdo saudavel (WANG,
MOYLAN, LEOPOLD et al., 2000).

A etiologia da rinossinusite crénica sugere uma condicdo genética pela

presenca de casos em varios membros de uma mesma familia. Se a presenca de
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uma mutacdo de FC é fator que predispde para o desenvolvimento de RSC, entdo
esta condicdo deve ser mais freqliente nos pais biologicos de pacientes com FC.
Wang et al. (2005) avaliaram a frequéncia de rinossinusite em pacientes portadores
de uma mutagdo para FC. Para avaliar esta hipétese os autores realizaram uma
avaliacdo por meio de questionario que foi enviado aos pais dos pacientes com FC
com o objetivo de identificar sinais e sintomas de RSC. Cinquenta e trés (36%) de
147 que responderam ao questionario relataram a presenca de sintomas de RSC
(IC 95%, 28,3 a 44,4). A prevaléncia de sintomas de RSC em adultos, obtida por
com 0 mesmo questionario e critérios usados neste estudo, tem sido estimada em
13 a 14% (IC de 95%, 11,4 a 15,8%). Entdo, portadores de uma mutacdo FC tém
uma prevaléncia de RSC 2 a 3 vezes maior que a populacdo geral e ndo ha
sobreposicao dos IC, o que reforca a hipotese dos autores. Nao houve diferenca
quanto ao tipo de mutacdo entre os pacientes com e sem sintomas de RSC

(WANG et al., 2005).

2.3.7.3 Aspergilose broncopulmonar alérgica

Aspergilose broncopulmonar alérgica é um processo inflamatorio das vias
aéreas com a producdo de IgE e 1gG especificas para Aspergillus
(GREENBERGER, 1997). Caracteriza-se por episédios recorrentes de inflamacao
eosinofilica das vias aéreas e eosinofilia sanguinea, niveis altos de IgE total, asma,
impactacdo mucoide em brénquios e infiltrados pulmonares. O processo inflamatorio
persistente das vias aéreas pode evoluir para doenca pulmonar obstrutiva cronica
com bronquiectasias de distribuicdo central (MARCHAND et al., 2001).

Marchand et al. (2001) avaliaram 21 pacientes com diagnostico de asma e
aspergilose broncopulmonar alérgica. Encontraram uma mutacdo para fibrose
cistica em 6 de 21 pacientes (28,5%). O alelo 5T nédo foi observado em nenhum

paciente. A freqiéncia da mutacdo CFTR foi maior quando comparada com um
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grupo de pacientes com asma (p = 0,01) e um grupo de pacientes que foram
avaliados em aconselhamento genético (p < 0,001) (MARCHAND et al., 2001).

Uma prevaléncia maior de mutacdes no CFTR em pacientes com ABPA
implica em 2 hip6teses. Primeiro, os pacientes heterozigotos poderiam apresentar
uma forma atipica de fibrose cistica, assim como poderiam ter uma segunda
mutacdo, mais rara, ndo pesquisada no outro cromossomo. Estudos genéticos
demonstraram que algumas muta¢des do CFTR estdo associadas com fendtipos
leves de FC com teste do suor normal (STEWART et al., 1995; HIGHSMITH et al.,
1994).

Além das mutacdes do gene CFTR, polimorfismos genéticos de regides
nao codificadoras podem ter um impacto no nivel funcional da CFTR e no fenétipo
da fibrose cistica. Além disso, mutacdes de regides ndo codificadoras da CFTR tém
sido associadas com fenétipos de fibrose cistica atipica. A seqiiéncia do alelo 5T no
intron 8 resulta na delecdo do éxon 9 no RNA mensageiro, que leva a niveis
menores da proteina. A combinacdo de uma mutacdo CFTR com alelo 5T tem sido
relatada na patogénese de auséncia congénita bilateral de ducto deferente e doenca
sinuso-pulmonar atipica (CHILLON et al., 1995; FRIEDMAN et al., 1997). Se o
estado de portador da mutacdo CFTR esta associado a um maior risco de
desenvolver doenca pulmonar, isso permanece matéria de debate. Uma prevaléncia
maior de hiper-responsividade bronquica para metacolina, sibilancia e doenca
pulmonar na infancia, bem como, diminuicdo de volumes e fluxos tém sido
observados em pacientes heterozigotos para FC (DAVIS, 1984; DAVIS,
VARGO,1987).

2.3.7.4 Bronquiectasias
Uma maior prevaléncia de asma em adultos heterozigotos para FC ja foi
relatada (DAHL et al., 1998). Ha uma prevaléncia maior de mutacdes do gene CFTR

em pacientes adultos com bronquiectasias de etiologia desconhecida com aumento
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de cloretos no suor. (GERVAIS et al., 1993; PIGNATTI et al., 1995; NINIS et al.,
2003).

Pela alteracédo do clearance mucociliar, as bronquiectasias poderiam levar
a colonizacdo cronica pelo Aspergillus, que parece ser um pré-requisito para a
sensiblizagdo ao Aspergillus. Outra possibilidade é que as mutacbes do CFTR
podem contribuir para 0 aumento da resposta inflamatdria e imunolégica. Pacientes
com FC tém alteracdo da producdo de citocinas nas vias aéreas, como interferon
gama, IL-8, IL-10, que poderia resultar em processo inflamat6rio e imunolégico
(BONFIELD et al., 1995; WARNER, KILBURN, 1996)

Em 9 de 16 casos de bronquiectasias disseminadas (56%), Pignatti et al.
(1996) encontraram o alelo 5T no intron 8 (IVS8-5T) e/ou um gene CFTR com
mutacao. Estes resultados confirmam de forma molecular, uma ligagéo clinica entre
FC, doenca pulmonar obstrutiva cronica e, bronquiectasias disseminadas sem
etiologia (PIGNATTI et al., 1996).

A analise dos exons do gene CFTR e suas regides laterais demonstraram
13 mutagcbes em 16 diferentes alelos em pacientes com bronquiectasias
disseminadas (GIRODON et al., 1997). Mutacdes do gene CFTR podem ter um
papel na doenca pulmonar com bronquiectasias, possivelmente de forma
multifatorial (GIRODON et al., 1997).

Ninis et al. (2003) avaliaram 77 criancas com diagnostico de
bronquiectasias sem etiologia definida, para pesquisa das muta¢coes no gene CFTR.
Vinte e oito criangas eram portadores de muta¢des FC, uma frequéncia maior que a
esperada para a populacdo saudavel. O espectro das muta¢des encontradas era
diferente daquela observada nos pacientes com FC. A frequéncia dos alelos 5T e 9T
foram encontrados em uma frequéncia maior que a populagédo saudavel. Os autores
sugerem gue um gene modificador concomitante ao CFTR e polimorfismos, agem
para expressar um fenétipo de bronquiectasias, ou o alelo 9T, age de forma a

atenuar a expressao fenotipica de FC (NINIS et al., 2003).
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Kostuch et al. (2000) avaliaram 41 pacientes com diagnostico de
bronquite cronica. Os pacientes foram investigados para as oito mutacdes mais
frequentes do gene CFTR na Pol6nia: DF508, G542X, N1303K, 1717-1(G>A),
W1282X, G551D, R553X e deltal507 com o método de hibridizacdo reversa. No
grupo de 41 pacientes adultos com infeccdo respiratoria cronica, dos quais 9
apresentavam também bronquiectasias, a mutacdo DF508 em um alelo foi
encontrada em 6 casos (14,6%). Esta frequéncia é maior que a observada na
populacao geral (2,2 a 2,8%). Estes resultados sugerem que portadores da mutacéo
DF508 podem apresentar bronquite crénica, mas outros estudos sdo necessarios
para verificar o papel das mutagdes no gene CFTR em pacientes com bronquite
cronica e bronquiectasias (KOSTUCH, SEMCZUK, SZAREWICZ-ADAMCZYK,
2000). Por outro lado, King et al. (2004) avaliaram 100 adultos com bronquiectasias
sem etiologia definida para mutacdes de FC. Foram pesquisadas as 10 mutacdes
mais frequentes para a populagéo local e o alelo 5T. Neste grupo de pacientes, a
frequéncia de heterozigotos encontrada foi igual ao esperado para a populagéao
saudavel. Estes achados sugerem que muta¢cdes CFTR ndo apresentam influéncia

no desenvolvimento de bronquiectasias (KING et al., 2004)

2.3.7.5 Auséncia congénita bilateral de ducto deferente.

Entre os pacientes com ACBDD a presenca do alelo 5T é 4 a 6 vezes
maior que na populacdo saudavel. Teng et al. (1997) analisaram de forma
qualitativa e quantitativa, a CFTR transcrita no epitélio nasal e em células do
deferente. A proporgéo transcrita com falta do éxon 9 é diferente em diferentes
tecidos e pode contribuir para o fenétipo observado em pacientes com ACBDD.
Estes genes mutantes polivalentes poderiam explicar porque genes CFTR,
aparentemente normais podem causar doenca. Entretanto, eles podem ser

responsaveis pela variacdo fenotipica das mutagdes CFTR (TENG et al., 1997).
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Gervais et al. (1993) relataram que a mutagdo R117H estava presente em
4 de 23 pacientes com ACBDD. Trés pacientes eram heterozigotos para R117H e
DF508 e o quarto heterozigoto, para R117H e 2322 delG. Nenhum dos 23 pacientes
tinham manifestacdes clinicas de FC. Cinco pacientes sem a mutacdo DF508
apresentavam agenesia renal unilateral e ACBDD.

Costes et al. (1995) estudaram o gene CFTR em 45 individuos com
azoospermia e ACBDD. A presenca de uma mutacdo CFTR foi observada em 86%
dos cromossomos. Além disso, encontraram que 84% eram portadores do alelo 5T
no intron 8 (COSTES et al., 1995).

Dados semelhantes sobre a frequéncia de mutagbes no gene CFTR e da
variante 5T no intron 8 foram investigados em brasileiros. Bernardino et al. (2003)
avaliaram 20 pacientes com diagnéstico de azoospermia, dos quais 17 com
ACBDD. Entre os 17 pacientes, oito eram heterozigotos para mutacdes, ou para
uma mutacdo e a variante 5T, e, dois pacientes eram portadores apenas do alelo
5T. Um maior numero de mutacdes CFTR tem sido relatado em pacientes com
ACBDD (CHILLON et al., 1995; CASALS et al., 2000). A maioria destas mutacoes
corresponde a troca de aminoacidos ou splice (emenda) mutagbes e que
provavelmente determinam fenoétipos leves de FC. Por outro lado, a observacéo de
que a maioria dos casos de ACBDD tem apenas uma mutacdo ndo é bem
compreendida, uma vez que estudos da funcdo da proteina CFTR mostram que
apenas 6 a 10% dos niveis normais seriam sufucientes para o transporte normal de
ions (CHU et al., 1993). Ou seja, ser portador de uma muta¢ao néo deveria levar ao
fendtipo de FC. Uma explicacdo possivel é que a segunda alteracdo poderia
localizar-se em um intron ndo estudado, regides promotoras ou regulatérias, que
levariam a proteina CFTR com estrutura normal, mas baixos niveis de expresséo, e
assim, poderia alterar o desenvolvimento de tecidos suscetiveis como o deferente e

epididimo (BERNARDINO, LIMA, ZATZ, 2003).
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2.3.7.6 Polipose nasal

A polipose nasal € uma doenca inflamatoria crénica que ocorre no nariz e
cavidades paranasais, como consequéncia de diversos agentes etioldgicos,
inclusive fibrose cistica. Kostuch et al. (2005) avaliaram 44 pacientes, com média de
idade de 49 anos, com diagndstico de polipose nasal e 70 controles. Foi realizada
pesquisa para mutacdes de FC [DF 508, G542X, N1303 K, 1717-1 (G to A),
W1282X, G551D, R553X e DI507]. Estas mutacdes podem detectar até 83% das
mutagdes de FC na amostra avaliada. Nenhum paciente tinha historia familiar de FC
e o teste do suor foi normal em todos (18 a 40 nmol/L). A presenc¢a de uma mutacao
no CFTR (DF508) foi encontrada em 5 de 44 (11,4%) dos pacientes com polipose
em comparacdo a apenas 1 de 70 (1,4%) do grupo controle. Estes achados
sugerem que a presenca de uma mutacdo DF508 pode ser a expressao fenotipica
em um grupo selecionado de pacientes com polipose nasal, sem outras

manifestacdes de FC (KOSTUCH et al., 2005),
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3 METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Este € um estudo de corte transversal, descritivo de um grupo de
pacientes com diagnéstico de Bronquiolite Obliterante (BO) pos-infecciosa,
acompanhados no ambulatério de Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas,

realizado no periodo de junho de 2004 a outubro de 2005.

3.2 CASUISTICA
3.2.1 Critérios de Incluséo:

Foram incluidos de forma consecutiva, pacientes ndo aparentados com
diagnéstico de BO pds-infecciosa. Os critérios diagnosticos foram: pacientes
previamente higidos, com historia de episodio de infeccdo aguda das vias aéreas
inferiores e que evoluiram com persisténcia dos sinais e sintomas por mais de 6
semanas. As manifestacdes clinicas foram: tosse, sibilancia, estertores, tiragem de
grau variado, dependéncia de oxigénio. Na avaliacdo radioldgica, os pacientes
apresentavam alteracbes persistentes como atelectasias, diminuicdo da
vascularizacdo ou alteracdo volumétrica. Na TAC de alta resolucdo, achados
consistentes de BO, como bronquiectasias, perfusdo em mosaico, areas de
atelectasia e bandas fibrosas. Pouca ou nenhuma resposta ao tratamento com beta

2 adrenérgicos, corticoides inalatérios e corticoides sistémicos foi observada.

3.2.2 Critérios de Exclusao:

Os diagnosticos de asma grave, tuberculose, fibrose cistica, deficiéncia de
alfa 1 - antitripsina, imunodeficiéncia e displasia broncopulmonar, foram excluidos
de acordo com a apresentacdo clinica, resultados laboratoriais e achados
radioldgicos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres

Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Foi obtido o
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termo de consentimento livre e esclarecido, assinado por um dos pais ou
responsavel, antes da colheita da amostra de sangue para pesquisa das mutacgodes.
Os responsaveis foram esclarecidos quanto a natureza do estudo e 0s possiveis
beneficios da pesquisa. Foi esclarecido o procedimento da colheita de material

bioldgico e informado a auséncia de riscos do procedimento.

3.3 AVALIA(;AO CLINICO-LABORATORIAL

Os dados clinicos estavam registrados no prontuario médico de cada
paciente. Foram colhidos dados demograficos (género, idade, etnia), idade de inicio
da doenca, tempo de acompanhamento e niumero de internacdes ap0s o episédio
agudo. Também foram obtidos do prontuario, os resultados de exames laboratoriais
referentes ao teste cutaneo alérgico, teste do suor, sorologia para HIV, dosagem de
imunoglobulinas, alfa 1 - antripsina, radiografia de torax, TCAR de torax e
espirometria.

Os exames laboratoriais foram realizados pelo Servico de Analises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

A dosagem de imunoglobulinas foi realizada por nefelometria e utilizou-se
como valores de normalidade os dados obtidos por Fujimura (1996). Considerou-se
niveis elevados de IgG, valores acima do percentil 97, e niveis diminuidos, se
abaixo do percentil 3.

Os dados obtidos foram armazenados em planilha eletrbnica Microsoft

Excel” (AXEXO 1).

3.3.1 Teste cutaneo alérgico
O teste foi realizado na regido anterior de um dos antebracos, com a
aplicacao de extratos alergénicos, controle positivo e controle negativo. Os extratos

utilizados para a realizacdo do teste foram: Dermatophagoides pteronissynus,



63

Blomia tropicalis, Felix domesticus (gato), Canis familiaris (c&o), Blattella germanica
(barata), Fungos lll (Af + Pn + Aa + Ch), Histamina 10mg/mL (controle positivo) e
solucdo salina a 0,9% (controle negativo), obtidos do laboratério IPI ASAC do
BRASIL".

A técnica do exame consiste na aplicacdo do extrato alergénico e dos
controles, com distancia minima de 3 cm e puntura com agulha de insulina num
angulo de 45° com leitura apés 20 minutos dos didmetros ortogonais das papulas
em milimetros. Foram considerados testes positivos, a presenca de papulas com
didmetro médio = 3mm em comparag¢do ao controle negativo. Os pacientes nao

poderiam ter feito uso de anti-histaminicos, nos ultimos 7 dias.

3.3.2 Teste do suor

O teste do suor foi realizado pelo método de iontoforese por pilocarpina
com dosagem quantitativa dos eletrélitos no suor, conforme descrito por Gibson e
Cookie, em 1959. Os valores foram considerados normais quando a dosagem

quantitativa foi menor de 40 mEq/L.

3.3.3 Exame radiologico

A tomografia computadorizada de térax foi realizada no Servico de
Radiologia do Hospital de Clinicas da UFPR, com tomégrafo SOMATON AR", com
técnica de alta resolucdo (algoritmo para 0sso, com cortes de 1 a 2mm a cada 5mm,
seguido por cortes realizados em expiracdo). A analise dos exames foi realizada
sempre pelo mesmo radiologista, sem o conhecimento dos dados clinicos dos

pacientes.

3.3.4 Espirometria
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As espirometrias foram realizadas no Laboratério de Funcdo Pulmonar do
Hospital de Clinicas da UFPR, de acordo com os critérios da ATS (1995) (American
Thoracic Society), em aparelho Collins GS 4G". A classificacdo da gravidade do
distarbio ventilatério e da presenca de resposta broncodilatadora, foi considerada
apos a inalacdo de 400ug de salbutamol, conforme as Diretrizes para Teste de
Funcdo Pulmonar (2002). Os valores espirométricos avaliados CVF, VEF; e
VEF1/CVF, foram expressos em percentual do previsto, de acordo com os valores

de referéncia de Polgar e Promadhat (1971).

3.4 COLHEITA DE SANGUE PERIFERICO

No procedimento de consulta, apos a obtencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, 4 mL de sangue periférico de 42 criancas com
diagnoéstico de BO, foram colhidos com anticoagulante EDTA. Apos a colheita, o
sangue foi congelado a —20°C e posteriormente extraido o DNA, para proceder a
analise molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e, quando

necessario, digestdo com enzimas de restricdo especificas.

3.5 EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS DO SANGUE PERIFERICO

Foi realizada a extracdo de DNA conforme o método descrito por
Woodhead et al. (1986), com algumas modificacbes, no Laboratério de Genética
Molecular, Departamento de Genética Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas -
UNICAMP.

A amostra de sangue periférico, colhida em tubo de vacutainer com EDTA
a 15% para impedir a coagulacdo sanguinea, foi descongelada, centrifugada por 10
minutos a 2.000 r.p.m., em temperatura ambiente, para a separacao e retirada do
plasma. Em seguida, uma aliquota de 500 uL do sedimento foi transferida para um

tubo eppendorf de 1,5 mL. A essa aliquota foi adicionado 1,0 mL de solu¢gédo tampé&o
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de lise celular (Sacarose 320mM, Tris - HCI pH7,5 10mM, MgCl, 5mM, Triton 100X).
A solucéo foi entdo homogeneizada por 10 a 15 segundos e levada a centrifuga, a
8000 r.p.m. por 5 minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado, por inversdo do tubo e esse processo repetido por duas vezes. Ao
precipitado formado foram adicionados 395uL de solugao tampéo de digestéo (Tris -
HCIl pH 7,5 EDTA 10mM, 10mM, NaCl 10mM, SDS 0,5%) e 5uL de proteinase K
(20mg/mL). A reacdo entdo foi homogeneizada e incubada em banho-maria a
temperatura de 55°C. Apdés 2 horas, foram adicionados 200uL de LiCl 7,5N em cada
amostra e as solugdes foram levadas a temperatura de -20°C por 15 minutos. Apés
esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 r.p.m. e o
sobrenadante transferido cuidadosamente para novos tubos. Apds a transferéncia,
foi adicionado 1 mL de etanol absoluto, gelado, e, o tubo foi invertido até a formacéo
de um precipitado visivel. Foi realizada uma centrifugacdo a 13000 r.p.m. por 5
minutos e o sobrenadante foi desprezado por inversao do tubo. Ao precipitado foi
adicionado 1mL de etanol a 70% e nova centrifugagéao realizada (13000 r.p.m./5
min). O sobrenadante foi novamente descartado. O DNA obtido foi deixado em
temperatura ambiente para a evaporagdo do etanol residual e suspenso em agua

estéril. A eficiéncia da extracéo foi avaliada em gel de agarose a 0,8%.

3.5.1 Reagao em Cadeia da Polimerase

A andlise das mutacdes no gene CFTR foi realizada pela técnica da PCR.
(Reacdo em Cadeia da Polimerase - do inglés, Polymerase Chain Reaction). Esta
técnica descrita por Mullis et al. (1986), possibilita a amplificacdo de uma pequena
sequéncia de DNA por meio do uso de dois iniciadores — primers, que flanqueiam a
regido do DNA a ser amplificada, onde se hibridizam devido a complementaridade
de bases. A reacéo foi entdo colocada em um aparelho ciclador de temperatura,

onde repetidos ciclos de desnaturagdo térmica do DNA, anelamento dos iniciadores
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em temperaturas adequadas e a extensao dos iniciadores promovida pela enzima
Tag DNA polimerase, levam ao acumulo exponencial da seqiiéncia de DNA alvo.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida a 12%,
corados com brometo de etidio e visualizados em transiluminador ultravioleta.

O procedimento utilizado em cada uma das reacdes esta resumido na
Tabela 7. Os iniciadores, os tamanhos dos fragmentos e as enzimas de restricdo
especificas, estdo descritos na tabela 8.

No éxon 10 encontra-se a mutacdo AF508, que por se tratar de uma
delecéo, possibilita analisar o resultado direto da reacdo da PCR. De acordo com 0s
iniciadores descritos (Tabela 9), o individuo saudavel gera um fragmento de 50pb e,
0 que apresenta a mutacdo, um de 47pb. Os individuos heterozigotos, portanto,
apresentam fragmentos de 50 e 47pb. Nos heterozigotos aparece ainda uma banda
com migracdo mais tardia, referente aos heteroduplexes, ou seja, fragmentos de

DNA formados por uma fita de 47pb e outra de 50pb (Figura 7).

TABELA 7- CONCENTRACAO DOS REAGENTES UTILIZADOS NA REACAO DE PCR PARA
AS MUTACOES DA FIBROSE CISTICA

EXON 10 EXON 11 EXON 19 | EXON 21
REAGENTES
AF 508 | G542X, G551D e R553X | R1162X N1303K
DNA (uL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Tris-HCI pH 8,4 (10,0 mM) 2,5 2,5 2,5 2,5
KCI (25,0 mM) 2,5 2,5 25 2,5
MgCl, (1,0mM) 2,0 4,0 1,0 2,0
dNTP (0,025 mM-cada) 1,0 1,0 0,8 2,0
iniciadores (0,2 pMoles-cada) 1,0 1,0 0,8 1,0
Taq polimerase (5 Unidades) 1,0 1,0 1,0 1,0
Agua gsp (uL) 25,0 50,0 50,0 50,0
94°C/5’ o 94°C/3 94°C/5
o 95°C/1 o o
94°C/1’ o 94°C/T 94 °C/30"
o 50°C/1 o o
Programas 52,5°C/1 24°C/ 56 "C/1’ 53°C/30”
72°Cl2 o 72°Cl2 72°C/30”
o 74°Cl9Y’ o o
72°CIT 72°CI7 72°CIT
Ne° Ciclos 35 35 35 35
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TABELA 8 - DESCRICAO DA SEQUENCIA DOS INICIADORES UTILIZADOS NA PCR DOS
EXONS 11, 19 E 21, TAMANHO DOS FRAGMENTOS RESULTANTES DESTA
REACAO E ENZIMAS DE RESTRICAO ESPECIFICAS
EXON | MUTACAO SEQUENCIA 5’- 3’ TAMANHO DO | ENZIMA DE
FRAGMENTO | RESTRICAO
(pb)
11 G542X M1le-5: CAQAGAAAgGACAATATAGTTCC 112 Bstn |
G551D Hinc Il
11i-3B: AAATgCTTgCTAgACCAAT
R553X
19 R1162X S: gCCCgACAAATAACCAAQGTgA 454 Dde |
AS: gCTAACACATTgCTTCAggCT
21 N1303K S: CCACTgTTCATAgggATCCAg 59 Bstn |
AS:AgAAAGTATTTATTTTTTCTggAAC
TABELA 9 - DESCRICAO DA SEQUENCIA DOS INICIADORES UTILIZADOS NA PCR DO EXON
10 E TAMANHO DO FRAGMENTO RESULTANTE DESTA REACAO
EXON [MUTACAO SEQUENCIA5- 3’ TAMANHO DO | TAMANHO DO
FRAGMENTO | FRAGMENTO
(pb) NORMAL | (pb) MUTANTE
10 AF508 S: ggC ACC ATT AAA gAA AAT ATC 50 47
AS: CTA TAT TCA TCA Tag gAA AC
47pb
FIGURA 7 - Eletroforese de gel de poliacrilamida a 12%: na coluna M marcador de peso

molecular de 100pb; colunas 1, 7, 8 e 9 individuos homozigotos normais — 50pb; colunas
2 e 10 individuos homozigotos mutantes — 47pb e colunas 3, 4, 5 e 6 individuos
heterozigotos — heteroduplex, 47 e 50 pb.
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3.5.2. Digestao Enzimética

Para os exons 11, 19 e 21, apés a PCR, foi realizada a digestao
enzimética especifica, segundo orientagbes do fabricante (Tabela 10). Ainda no
éxon 11, quando detectada a presenca de mutacdes, foi necessaria uma segunda
digestdo enzimatica para diferenciar G551D e R553X (Tabela 11).

A anadlise da mutacdo G542X, no éxon 11, utilizou digestdo com a enzima
Bstn | apés a PCR. O sitio de restricdo para essa enzima foi criado com o auxilio do
iniciador modificado M11e-5 e ocorre quando a mutacdo esti ausente. Ou seja, 0
fragmento de 112pb produzido pela PCR é digerido em dois fragmentos de 90 e
112pb na auséncia desta mutag&o, e permanece com 112 pb na presenca desta
(Figura 8).

Quando realizada a digestdo com a enzima Hinc Il, para deteccao das
mutagbes G551D e R553X, também localizadas no éxon 11, quando a mutagao
G551D esta presente o sitio dessa enzima € suprimido. Entretanto, a mutacao
R553X, por se localizar proxima a mutacdo G551D, também abole o sitio. Portanto,
individuos que possuem essas mutacfes, geram fragmentos de 58 e 54pb.
Individuos sem essas muta¢des geram fragmento de 112pb (Figura 8).

Deste modo, a digestdo com a enzima Hinc Il indica a auséncia ou a
presenca destas mutagBes, porém nado especifica qual €. A identificacdo destas
mutacdes € realizada com uma segunda digestdo enzimatica utilizando a enzima
Mbo I. A mutacdo G551D cria um sitio de restricdo que cliva o produto da PCR em
50 e 62pb. Ja a mutagcdo R553X ndo possui sitio de reconhecimento para essa
enzima permanecendo com o tamanho da PCR (112pb).

Para a andlise da mutacdo R1162X, no éxon 19, utilizou-se a enzima Dde
I. A auséncia da mutagdo cria um sitio de reconhecimento da enzima que cliva o
produto da PCR em dois fragmentos de 275 e 179pb. Ja a presenca da mutacao

reconhece mais um sitio de restricdo, que cliva o fragmento de 179 em dois
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fragmentos, um de 143 e outro de 132pb. Assim, os individuos que possuem a
mutacg&o apresentam os fragmentos de 179, 143 e 132pb (Figura 9).

Para estudar o éxon 21, onde esta localizada a mutacdo N1303K, foi
utilizada a enzima Bstn |. A presenca dessa mutacdo abole o sitio de
reconhecimento desta enzima. Portanto, os individuos que possuem essa mutacao
permanecem com o fragmento da PCR (59pb). Ja nos individuos que néo possuem
a mutacdo, a enzima reconhece um sitio especifico e cliva o fragmento em

fragmentos de 40 e 19pb (Figura 10).

TABELA 10 - DESCRICAO DAS CONDICOES PARA REALIZACAO DA DIGESTAO ENZIMATICA
PARA INVESTIGACAO DAS MUTACOES DE FIBROSE CISTICA.

EXON MUTACAO ENZIMADE |TEMPERATURA| TAMANHO DO | TAMANHO DO
RESTRICAO OTIMA (°C) FRAGMENTO (pb) | FRAGMENTO
NORMAL (pb) MUTANTE
11 G542X Bstn | 60 90, 22 112
G551D Hinc Il 37 58, 54 112
R553X
19 R1162X Dde | 37 275, 179 179, 143, 132
21 N1303K Bstn | 60 40, 19 59

TABELA 11 - DESCRICAO DAS CONDICOES PARA REALIZACAO DA DIGESTAO ENZIMATICA
PARA DIFERENCIACAO DAS MUTACOES G551D E R553X.

EXON MUTACAO ENZIMADE | TEMPERATURA TAMANHO DO
RESTRICAO OTIMA (°C) FRAGMENTO (pb)
11 R553X Mbo | 37 112

G551D 62, 50
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FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%: na coluna 8 — Marcador de peso molecular
de 50pb. Nas colunas de 1 a 7 - deteccdo da mutacdo G542X. Na coluna 1 — digestdo do
produto da PCR - individuo heterozigoto — 112 e 90pb; nas colunas 2, 3, 4, 5,6 e 7 -
digestdo do produto da PCR - individuos normais - 90pb; nas colunas de 9 a 12 -
deteccéo das mutagBes G551D e R553X através da digestdo com a enzima Hinc Il. Nas
colunas 9 e 11 - digestdo do produto da PCR - individuos heterozigotos — 112, 58 e
54pb; nas colunas 10 e 12 — digestdo do produto da PCR — individuos normais — 58 e

54pb.
200pb 275pb
179pb
143pb
132pb
pb

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% para detec¢do da mutacdo R1162X: na
coluna 1 — marcador de peso molecular de 50 pb; na coluna 2 - produto da PCR —
454pb; nas colunas 3, 4 e 8 — digestédo do produto da PCR — individuos normais - 275 e
179pb; nas colunas 5, 6 e 7 — da digestdo do produto da PCR - individuos
heterozigotos - 275, 179, 143 e 132pb.
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FIGURA 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% para deteccdo da mutacdo N1303K: na
coluna 1 — marcador de peso molecular de 50 pb; na coluna 2 - produto da PCR —
59pb; nas colunas 3, 4, 5 e 7 — digestao do produto da PCR — individuos normais —
49pb; na coluna 6 — digestdo do produto da PCR — individuo heterozigoto — 59 e 40pb.

3.6 CONTROLES

Para comparacéo da frequéncia das mutacdes de FC nos pacientes com
BO foram utilizados os dados obtidos por Raskin (Tabela 5) (RASKIN, 2001). A
frequéncia de heterozigotos de 1:49 foi calculada pelo nimero de casos de FC
detectados pela triagem neonatal no Parana, com uma incidéncia estimada de FC

1:9.520 (SANTOS et al., 2005).

3.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram armazenados em planilha eletrénica (Microsoft
Excel)” e transportados para o programa STATISTIC 5.0" para andlise estatistica.
Os resultados de variaveis continuas foram expressos com média e
desvio padrdo, mediana, variacao e intervalo de confianca de 95%. Diferencas entre
proporcdes foram testadas pelo teste do qui quadrado de Pearson. Diferencas entre
médias (variaveis independentes) foram avaliadas pelo Teste t de Student e para

dados ndo paramétricos, ndo pareados, utilizou-se o teste Mann Whitney. O valor de
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p" foi considerado de forma bilateral e quando menor de 0,05, foi considerado como

significancia estatistica.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES

Dos 42 pacientes com diagndéstico clinico-radiologico de BO, 29 (69%)
eram do género masculino com uma relagdo masculino-feminino de 2,2:1. A média
da idade do inicio da doenca foi de 8,4 meses (1-24 meses). A idade de inicio de
acompanhamento variou de 3 a 126 meses, com uma média de 30,5 meses. Todos
0s pacientes foram internados por ocasido do episédio agudo, 19 de 42 (45%) deles
em UTI, dos quais 13 de 42 (31%) submetidos a ventilagdo mecéanica. Na evolucéo,
todos apresentaram quadro de exacerbacao pulmonar e 40 de 42 pacientes (95%)
reinternaram por pneumonia ou por insuficiéncia respiratéria. O numero de
reinternagfes variou de 1 a 20. Houve associacdo com significAncia estatistica,
entre 0 género e a presenca de doenca mais grave (internagcdo em UTI,

reinternacgoes, ventilacdo mecanica) (p < 0,05), (Tabela 12).

TABELA 12 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES
COM BO POS-INFECCIOSA (n = 42)

CARACTERISTICAS MASCULINO FEMININO p
Numero pacientes (%) 29 (69) 13 (31) 0,0008*
Idade em meses (mediana e variacdo) 94 (18 - 211) 98 (24 - 191) NS**
Idade em meses (média + DP) 97 £ 58 96 £ 67 NS***

Idade de inicio dos sintomas (mediana e

variacao) 6 (1-24) 6 (1-18) NS**

Internacéo na fase aguda (n, %) 29 (69) 13 (31) 0,0008*
Internacdo na UTI (n,%) 15 (36) 04 (9,5) 0,005*
Ventilagcdo mecénica (n,%) 10 (24) 03 (7,1) 0,036*
Reinternacdes (n,%) 29 (69) 11 (26) 0,0002*

* Teste exato de Fisher
** Teste de Mann Whitney
*** Taste t de Student independente



74

Os achados clinicos observados com maior frequéncia (70%) foram tosse,
sibilos, estertores bolhosos, taquidispnéia e aumento do didmetro antero-posterior
do térax. Hipocratismo digital foi encontrado em 12 pacientes e 8 pacientes fizeram

uso de oxigénio domiciliar.

4.2 DOSAGEM DE IMUNOGLOBULINAS

Os valores encontrados (média + 2DP) para 1gG, IgA e IgM no soro foram,
1064 £ 362, 127 £ 85 e 155 + 84 mg/dL, respectivamente. Observou-se aumento
dos niveis de IgG em 8 de 41 (19,5%) dos pacientes. Os niveis séricos de IgG
estavam aumentados, especialmente em pacientes com historia de 2 ou mais
internacdes apds o evento agudo 7 de 8 (87,5%), mas esta associacdo nao foi

significativa (p = 0,77).

4.3 TESTE DO SUOR
O teste do suor foi normal em todos os pacientes (CI' < 60 mEqg/L).
Apenas trés pacientes apresentaram resultados considerados "duvidosos" (entre 40

e 60mEq/L).

4.4 TESTE CUTANEO ALERGICO
Teste cutaneo alérgico positivo a um dos alérgenos foi encontrado em 3

de 29 (10,3%) dos pacientes testados.

4.5 EXAMES RADIOLOGICOS

Todos o0s pacientes apresentaram alteracdes radioldgicas (radiografia
e/ou tomografia de térax). A radiografia de térax foi realizada em todos os pacientes
e 0s achados mais encontrados foram: alteragcdes (aumento ou redugéo)
volumétricas em 31 (74%); sinais de comprometimento brénquico em 15 (36%);

alteracdes de perfusdo em 13 (31%) ou atelectasias em 10 (24%). Os achados
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radiologicos (TCAR) mais frequentes, observados em 40 pacientes que realizaram o
exame foram: perfusdo em mosaico, 34 (85%); bronquiectasias, 24(60%) e
atelectasias, 23 (57,5%). A associacdo mais frequente foi alteracao da perfusao com
bronquiectasias 21 (50%) e a presenca dos trés achados foi observada em 14 (35%)
das tomografias.

A radiografia de térax foi normal em 5 pacientes, mas todos estes
apresentaram alteracdes de perfusdo na TCAR. Por outro lado, dos 24 pacientes
com bronquiectasias na tomografia de térax, apenas 5 apresentaram este achado

na radiografia de térax.

4.6 ECOCARDIOGRAMA

Seis pacientes de 25 (24%) apresentavam hipertensdo pulmonar leve
(presséo sistolica estimada na artéria pulmonar > 35mmHg). Entre os pacientes que
apresentaram hipertensdo pulmonar, 4 de 6 (67%) apresentavam concomitante
distarbio ventilatério obstrutivo moderado. Porém, ndo houve associacdo entre
hipertensdo pulmonar e a presenca de disturbio ventilatorio obstrutivo moderado e

grave (p = 0,38) e a presenca de bronquiectasias (p = 0,28).

4.7 ESPIROMETRIA

A espirometria pode ser realizada em 20 pacientes, pelas limitagbes da
idade ou impossibilidade técnica. Os resultados obtidos foram: normal: 01; DVO
leve: 10; DVO moderado: 07; DVO grave:01; DVR leve: 01. Cinco pacientes com
DVO apresentavam concomitante CVF reduzida. Resposta broncodilatadora positiva
foi observada em apenas 3 de 20 (15%) pacientes, um dos quais apresentava teste
cutaneo alérgico positivo. Os valores observados em percentual do predito (média +
2DP) foram: CVF (L) = (87,4 + 19), VEF; (L) = (65,7 *+ 17), VEF1/CVF (70,2 + 12,7)
e FEF,5.750 (L/S) = (42,9 £ 22,2).
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4.8 PESQUISA MUTACOES FC

As mutacdes G551D, R553X, R1162X e N1303K ndo foram encontradas
na amostra dos 42 pacientes com BO pés-infecciosa avaliados. Quatro pacientes de
42 (9,5%) (IC de 95% = 0,007 a 0,18), apresentaram uma mutacdo no gene CFTR,
dos quais trés (mutagcdo DF508) e um (mutagdo G542X).
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5 DISCUSSAO

Este é primeiro trabalho que procura estabelecer uma associagdo entre
bronquilite obliterante pés-infeciosa e a presenca de mutacdes no gene CFTR. Os
portadores uma de mutacdo FC geralmente ndo apresentam doenca. Ao contrario,
estes pacientes parecem ter maior resisténcia a tuberculose, colera e febre tiféide
(GRIESENBACH, GEDDES, ALTON, 1999). Por outro lado, foi demonstrado que
pacientes com polipose nasal, sem manifestacdes de fibrose cistica, apresentam
maior frequéncia de mutagcdes no gene CFTR em um dos alelos (KOSTUCH et al.,
2005), assim como em individuos com pancreatite cronica isolada (COHN,
FRIEDMAN, NOONE, 1998; SHARER et al., 1998), aspergilose broncopulmonar
(MARCHAND et al., 2001; MILLER et al.,, 1996) e bronquiectasias sem etiologia
definida (GERVAIS et al., 1993; PIGNATTI et al.,1995; NINIS et al., 2003). Na tabela
13 estéo apresentados alguns estudos relacionados a presenca de mutacao FC.

A FC é uma doenca genética autossémica recessiva que ndo apresenta
predilecdo por género, mas o prognostico € melhor no género masculino até os 20
anos, por razdes nao conhecidas (DAVIS, 1999).

O numero de casos de BO poés-infecciosa nesta avaliagcdo foi maior no
género masculino (69%). Colom et al. (2006), em um estudo caso-controle,
avaliaram 109 criancas com diagndstico de BO e encontraram uma frequéncia de
68% no género masculino (COLOM et al., 2006). Resultados semelhantes foram
recentemente observados por Castro-Rodriguez em pacientes internados por
pneumonia secundaria ao adenovirus e que desenvolveram bronquiolite obliterante.
Dos 18 pacientes com BO avaliados, 12 (66,6%) eram do género masculino

(CASTRO-RODRIGUEZ et al., 2006).
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DIAGNOSTICO N  MUTACOES FREQ PORTADOR FREQ MUTACAO MAIS
(n) CFTR (%) NORMAL FREQUENTE
CFTR (%)
Bernardino, A.L.F.  Azoospermia 20 27 exons 25 2-3 DF508
et al., 2003 obstrutiva CFTR
Bernardino, A.L.F.  Pancreatite crénica 82 27 exons 6,1 2- 2,5§ DF508
et al., 2003 CFTR
Bernardino, A.L.F.  Pancreatite cronica 16 27 exons 18,7 2- 2,5§ DF508
et al., 2003 idiopatica CFTR
. 27 exons #

Chillon, M. et al., ACBDD 102 CET 53 3-4 DF508
1995 '

5T,7T,9T
Cohn, J.A. et al, Pancreatite 27 16 e 5T 22,2 3-4 DF508
1998 idiopatica
Divac, A. et al., DPOC 31 27 exons 19,4 - R75Q
2004 CFTR DF508
Kostuch, M. etal.,  Polipose nasal 44 8 11,4 1,7 DF508
2005
Marchand, E. et al., ABPA 21 13 28,5 4 DF508
2001

- . . 27 exons

Ninis, V.N. et al., Bronquiectasias 77 e 23,3 2 K68E e T9
2003 idiopaticas

5T, 7T, 9T
Raman, V. et al., Rinossinusite 58 87 12,1 3-4 DF508
2002 crdnica, criangas
Sharer, N. et al., Pancreatite cronica 134 22 e 13,4 5,3 DF508
1998 idiopatica 5T, 7T, 9T
Wang, X. et al., Rinossinusite 147 16 e 7 2 DF508
2000 crdnica (5T,7T,9T)

FONTE: O AUTOR

Cohn, J.A. et al., 1998. (3 homozigotos para FC). Frequéncia de 14,8 (excluidos os homozigotos)

* Obtido pela frequéncia esperada de FC em pacientes da Franca, Bélgica, EUA, que participaram do estudo.

$ Obtido pela frequéncia de FC esperada de FC na populacéo de Sdo Paulo

Neste estudo, houve associacéo significativa entre o género masculino e

variaveis sugestivas de doenca mais grave (internacdo em UTI, ventilacdo

mecanica, reinternacbes) (Tabela 12). Em geral, pacientes do género masculino

apresentam infeccdes respiratorias de vias aéreas inferiores com maior frequéncia e

gravidade, mas as razfes para estas diferencas ndo sao conhecidas. Pode estar
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relacionado ao tamanho da via aérea, ao sistema imunoldgico e a funcédo da via
aérea, mas isto pouco ajuda no tratamento destas criancas. (DENNY Jr, 1999; TSAI
et al.,, 2001). No grupo de pacientes avaliados por Colom et al. (2006), houve
predominio dos pacientes do género masculino, mas este achado nao teve
importancia significativa como fator de risco para o desenvolvimento de BO
(COLOM et al., 2006).

O quadro agudo responsavel por BO poés-infecciosa, geralmente ocorre no
primeiro ano de vida em um lactente saudavel. A média da idade dos pacientes foi
de 8,4 meses (6-24meses), achado que corrobora o descrito por outros autores
(KIM et al., 2001; ZHANG, ABREU E SILVA, 2000). No grupo de pacientes com BO
pds-infecciosa avaliados por Colom et al. (2006), o episddio de bronquiolite aguda
ocorreu antes dos 6 meses em 67% dos casos e 93% eram menores de 1 ano, mas
a idade nao foi um fator de risco para o desenvolvimento da doenca.

Véarios fatores tém sido descritos para o desenvolvimento de BO
(infeccdes, HLA, resposta imunoldgica). A infeccdo de vias aereas inferiores por
adenovirus na infancia provoca doenca mais grave, manifestacées extrapulmonares
e, maior risco para o desenvolvimento de BO pds-infecciosa (FARNG et al., 2002).
Se for considerada a gravidade dos casos (internacbes em UTI, necessidade de
ventilacdo mecanica, reinternacdes), € possivel inferir a provavel infeccdo por
adenovirus neste grupo de 42 pacientes com BO pds-infecciosa.

A historia de bronquiolite aguda grave, com necessidade de ventilacao
mecanica, deve ser considerada como fator de risco para o desenvolvimento de BO
pos-infecciosa. Colom et al. (2006) avaliaram 109 pacientes para identificar fatores
de risco para BO pds-infecciosa. As variaveis que apresentaram significancia
estatistica foram infeccdo por adenovirus, encontrado em 72% de 70 pacientes

testados e necessidade de ventilagdo mecanica em 34%. No grupo controle, a
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infeccdo por adenovirus e o tratamento com ventilacdo mecénica foi apenas 3%. A
maioria (95%) necessitou reinternar por infeccado de vias aéreas inferiores (COLOM
et al., 2006). Resultados semelhantes foram observados neste estudo, onde 95%
reinternaram, 19/42 (45%) em UTI e destes, 13/42 (31%) necessitaram de
ventilagdo mecanica. A internagdo na fase aguda, a evolugdo com reinternacoes
frequentes, internacbes em UTI, demonstram a gravidade da doenca no quadro
agudo e na evolucdo da doenca. O uso de ventilagdo mecéanica nas unidades de
terapia intensiva é indispensavel para o tratamento de pacientes com insuficiéncia
respiratoria e tem permitido a sobrevida de pacientes gravemente doentes e de BO.
Nos pacientes avaliados por Colom et al, o uso de ventilagcdo mecéanica foi um fator
de risco significante para o desenvolvimento de BO. No entanto, ndo foi possivel
estabelecer se esta varidvel aumenta o risco ou se € apenas um indicador de
doenca (COLOM et al., 2006).

Castro-Rodriguez et al. (2006) avaliaram 45 pacientes com infec¢ao por
adenovirus. Destes, 38 (84%), apresentaram BO e os fatores de risco foram maior
tempo de hospitalizacdo, admissdo em UTI, ventilacgdo mecéanica e complicacdes
extrapulmonares. Durante o seguimento de 5 anos, os pacientes com BO
necessitaram de oxigénio domiciliar com maior frequéncia, apresentaram maior
namero de pneumonias e hospitalizacdes (CASTRO-RODRIGUEZ et al., 2006).

Zhang, Abreu e Silva (2000) avaliaram 31 pacientes com diagndstico de
BO pos-infeciosa. Destes, 24 (77,4%) internaram no quadro agudo e 8 (33%) em
UTI. Os pacientes que apresentaram melhor evolucdo foram aqueles que néo
internaram na fase inicial, o que sugere que a gravidade da doenca esta relacionada
com a gravidade do quadro agudo e possivelmente com o agente etiolégico

(ZHANG, ABREU E SILVA, 2000).
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Durante as ultimas décadas houve um aumento crescente no numero de
publicacdes sobre pacientes com BO pos-infecciosa (KURLAND, MICHELSON,
2005). Interessante, é que esta doenca ocorre em certos como Brasil, Argentina,
Chile, Canad4, Nova Zelandia e Koréia e ha poucos relatos na Europa e EUA
(CHANG, MASEL, MASTERS, 1998; KIM et al.,, 2001; ZHANG et al., 2000). Os
motivos para estas diferencas ndo sao conhecidos, mas a infeccao por adenovirus e
a predisposicdo genética sdo fatores determinantes. Apesar de ser rotina a
investigacdo viral por imunofluorescéncia no Hospital de Clinicas - UFPR, neste
estudo ndo foi possivel avaliar o tipo de infeccdo viral, porque a maioria dos
pacientes foi encaminhada por outro servico e atendidos fora da fase aguda da
doenca. Pacientes com infec¢do grave por adenovirus apresentam imunocomplexos
associado ao virus no pulmdo e aumento dos niveis de IL-6, IL-8 e TNF-a
(MISTCHENKO et al.,, 1994). Estes fatores indicam que a resposta imunoldgica
especifica pode ser importante para o desenvolvimento de BO pds-infecciosa por
adenovirus. Outros virus, como VRS e influenza, tém sido relatados, de forma
isolada ou associados ao adenovirus, mas a patogénese de BO pos-infeciosa
nestes pacientes nao esta bem esclarecida (KURLAND, MICHELSON, 2005).

O aumento de imunoglobulinas séricas (IgG) foi encontrado em 8
pacientes e ocorreu em 7 (87,5%) pacientes que reinternaram 2 ou mais vezes. Este
achado sugere processo inflamatorio, infeccioso, cronico e persistente. Infeccao
adenoviral latente pode ser confirmada pela presenca da proteina 5E1A do
adenovirus no nucleo de células epiteliais nos pulmdes de animais infectados. Esta
particula de DNA, que é expressa na superficie do epitélio da via aérea, é
responsavel pelo aumento da resposta inflamatoria e apresenta capacidade de inibir
a resposta esterdide pela interacdo com fatores de transcricdo (XU, KLEIN-

HITPASS, BAGCHI, 2000). Zhang, Abreu e Silva (2000) observaram na evolugao
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do grupo de BO com sintomas persistentes, que as alteracdes na radiografia de
torax e na cintilografia foram persistentes ou pioraram; havia na histologia, presenca
de processo inflamatério persistente em atividade, apesar do intervalo entre a
doenca aguda e a biopsia (2 meses a 6,4 anos); a funcao pulmonar e a tolerancia
ao exercicio estavam reduzidas nas criancas de maior idade (ZHANG, ABREU E
SILVA, 2000). Com estes achados é possivel inferir que o processo inflamatorio na
vias aereas nao soO pode persistir, mas progredir e resultar em destruicdo do tecido
pulmonar, com o aumento da resposta imunoldgica e aumento de imunoglobulinas
séricas. Neste estudo ndo foi possivel fazer uma avaliacdo evolutiva da funcéo
pulmonar e verificar a melhora ou piora funcional da doenca. Entretanto, os
pacientes com idade acima da mediana e, portanto, com mais tempo de doenca,
nao apresentaram disturbio ventilatorio mais grave se comparados aqueles com
idade abaixo da mediana. Estes dados ndo foram observados por Zhang, Abreu e
Silva (2000), mas de forma semelhante, houve melhora clinica dos pacientes na
evolucdo (ZHANG, ABREU E SILVA, 2000).

A biopsia pulmonar € considerada o padrdo ouro para o diagnéstico de
BO. No entanto, se for considerado que a doenca nao é difusa e o resultado pode
ser falso negativo; que ha dificuldade em se obter o consentimento dos pais, uma
vez que nao ha tratamento especifico e que o resultado pode ser inconclusivo, o
diagnéstico baseia-se nos achados clinicos e exames complementares (SANTOS,
RIEDI, ROSARIO, 2004).

O diagnostico de BO em 2 pacientes que néo realizaram TCAR de torax
foi feito de acordo com os critérios clinicos, associados as altera¢des na radiografia
de torax, conforme descrito por Hardy (sintomas desproporcionais aos achados
radiolégicos, pulmao hiperlucente e ou sinais localizados de hiperaeracdo) (HARDY,

1994).
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Kim et al. (2001) avaliaram 31 pacientes com diagnostico de BO, a
maioria (n = 24) de etiologia pés-infecciosa. Em 10 de 31, (45%) dos pacientes, a
radiografia de torax apresentou achados sugestivos de BO com pulmé&o hiperlucente
unilateral. Os achados tomograficos em 29 de 30 pacientes foram: aumento
localizado da transparéncia pulmonar (90%), bronquiectasias (76,7%) e atenuacao
vascular (63,3%). A biopsia pulmonar a céu aberto foi realizada em 9 pacientes e 7
apresentaram alteracdes histolégicas (bronquiectasias, obstrucdo de pequenas vias
aéreas com células inflamatérias, tecido fibroso ou de granulacdo, atelectasias,
reducdo do numero e tamanho dos vasos), sugestivas de BO (KIM et al., 2001).

Neste trabalho, 40 pacientes foram submetidos a TCAR e os achados
mais frequentes foram perfusdo em mosaico (85%) e bronquiectasias (60%). Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Colom et al., 2006, que avaliaram
62 pacientes com BO péds-infecciosa e encontraram perfusdo em mosaico (60%) e
bronquiectasias (58%) (COLOM et al., 2006). A frequéncia maior de alteracdo de
perfusdo (85% versus 60%), observada neste grupo de pacientes, provavelmente
ocorreu pela realizacdo de TCAR com cortes em expiracao, onde esse achado fica
mais evidente. No grupo de pacientes de Kim et al., os achados tomograficos mais
frequentes foram hiperlucéncia (90%), bronquiectasias (63,3%) e diminuicdo da
vascularizacdo (63,3%). Estes dados diferem dos observados neste estudo.
Entretanto, o grupo de pacientes ndo era exclusivamente de BO pds-infecciosa,
foram avaliados grupos étnicos diferentes e a média da idade do inicio dos sintomas
foi maior (46,4 versus 8,2 meses), 0 que poderia explicar as diferencas observadas.

Estudos funcionais em lactentes e criancas com BO pds-infecciosa,
revelam reducdo dos fluxos expiratérios. A bronquiolite obliterante com padrao
constritivo caracteriza-se por obstrucdo fixa, com pouca ou nenhuma resposta a

administracdo de corticoides e broncodilatadores (MYERS, COLBY, 1993).
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Neste estudo, foram avaliados 20 pacientes e a média da idade foi de 12
anos (7,6 a 19 anos). O disturbio ventilatério observado com maior frequéncia em 18
de 20 pacientes (90%), na espirometria, foi obstrutivo. Destes, 10 leves, 7
moderados e 1 grave. Trés pacientes apresentaram prova broncodilatadora positiva
e um destes, tinha um teste cutdneo alérgico positivo, o que poderia indicar um
provavel quadro de asma associada. A maioria apresentou disturbio ventilatorio
obstrutivo leve (50%), o que contrasta com os achados de funcdo pulmonar
publicados em pacientes com BO (Tabela 14). Uma hip6tese seria a idade maior
dos pacientes, e com isto, maior diametro das vias aéreas, menor repercussao nos
valores de espirometria; outra, formas mais leves da doenca. Na evolucéo, estes
pacientes melhoram (ZHANG, ABREU E SILVA, 2000). Sabe-se que o diametro das
vias aéreas € pequeno na infancia, o que contribui para um aumento da resisténcia
total das vias aéreas. Na medida em que a crianca cresce, ocorre aumento do
didmetro das vias aéreas com diminuicdo dos sinais e sintomas (WHOL, 1998).
Neste aspecto, a melhora clinica observada em pacientes com BO pds-infecciosa
pode representar o crescimento da via aérea e ndo a regressao das lesbes
brénquicas (ZHANG, ABREU E SILVA, 2000).

Os principais estudos de funcdo pulmonar em pacientes com BO pos-
infeciosa estdo apresentados na tabela 14. Todos apresentam padrdo obstrutivo
com gravidade variada, mas ha pacientes com doenca restritiva e outros com
valores normais. O estudo de Castro-Rodriguez avaliou 18 pacientes e usou técnica
de oscilometria de impulso. A maioria (94,4%) dos pacientes apresentou resposta
broncodilatadora, apesar da gravidade da BO pés-infecciosa. Este achado nao foi
anteriormente descrito e pode ter duas explicacbes provaveis. Primeiro, a

prevaléncia alta (82,4%) de histéria de episodios de sibilancia, que pode estar
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associada a hiper-responsividade bréonquica. Segundo, a técnica empregada pode
ser mais sensivel para medir anormalidades de fung&o pulmonar nestes pacientes.
Os achados deste estudo, onde apenas trés pacientes apresentaram
prova broncodilatadora positiva, sdo similares aos referidos por outros autores
(Tabela 14) e representam a expressdo funcional dos achados histolégicos de

pacientes com BO pos-infecciosa.

TABELA 14 - PRINCIPAIS ESTUDOS DE FUNGAO PULMONAR EM
POS-INFECCIOSA

PACIENTES COM BO

AUTOR N° DE IDADE DOS METODO RESULTADOS
PACIENTES PACIENTES
Teper (Buenos Aires , 13 3aldm manobras expiratérias obstrucéo grave em todos
Argentina) forcadas em lactentes
Jones (Porto Alegre, 14 3ma3a manobras expiratdrias 13 - padrao obstrutivo
Brasil), 2002 forcadas em lactentes moderado e grave, 1 padrao
misto
Zhang (Porto Alegre, 8 5a7a espirometria 4 padréo obstrutivo, 3 misto
Brasil) e 1 normal, 3 resposta BD
Colom (Buenos Aires, 7 7a espirometria e volumes obstrugédo moderada sem
Argentina), 2002a pulmonares resposta ao BD
Hardy (Philadelphia, 7 4al5a espirometria e volumes 6 padrédo obstrutivo e 1
EUA) pulmonares restritivo
Kim (Coréia do Sul e 14 >7a espirometria e volumes 7 obstrutivos grave, 3
EUA) pulmonares resposta BD acima de 10%
Chang (South 9 >7a espirometria 7 obstrutivos, 2 normais sem
Brisbane, Austrélia) resposta a BD
Colom (Buenos Aires, 75 la26m manobras expiratdrias padrao obstrutivo resposta
Argentina), 2006 forcadas em lactentes BD média de 7%
Castro-Rodriguez 18 56a oscilometria de impulso maior resisténcia e presenca

(Chile)

de resposta BD.

BD: broncodilatador
Fonte: adaptado de ZHANG, L.; ABREU E SILVA, F.A. Bronchiolitis obliterans in children. J
Pediatr (Rio J), v.76, n.3, 185-92, 2000.
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A HRB a metacolina é uma caracteristica de pacientes com asma e
doencas pulmonares cronicas, enquanto HRB ao monofosfato de adenosina, que
causa degranulacdo de mastocito, estd presente apenas na asma (AVITAL,
SPRINGER et al., 1995). Com a hipétese de que pacientes com BO pos-infeciosa
nao apresentariam HRB ao monofosfato de adenosina. Yoo et al. (2006) avaliaram
criancas com BO (n = 28), com asma (n = 30) e controles (n = 30). Os pacientes
foram submetidos a provocacédo brénquica com as duas drogas, com o objetivo de
determinar a PCy (concentracdo da droga que determina uma diminui¢cdo de 20%
do VEF; basal). A presenca de HRB foi menos frequente nos pacientes com BO
principalmente com o uso de monofosfato de adenosina. Estes achados sugerem
que a HRB, nos pacientes com BO pds-infecciosa, tem caracteristicas diferentes
dos pacientes com asma e pode ser utilizada como forma de distinguir estas duas
entidades (YOO et al., 2006). Neste estudo ndo foram realizados testes de
provocacao brénquica para diferenciar asma de BO, mas as manifestac¢des clinicas
persistentes ap6s um quadro de bronquiolite aguda, os achados radiolégicos e falta
de resposta ao tratamento auxiliam no diagnéstico de BO. Além disso, a presenca
de atopia € uma outra variavel util para o diagnoéstico de asma.

O teste cutaneo alérgico foi realizado em 29 pacientes e apenas 3
(10,3%) foram positivos. A sensibilizacdo atopica em escolares e adultos, na cidade
de Curitiba, foi avaliada por Esteves et al. (1999). Os testes cutaneos alérgicos
foram realizados com D. pteronyssinus e Lolium em 3271 escolares (13 a 14 anos).
A frequéncia de positividade ao teste cutaneo foi de 31,3% para D. pteronyssinus
em escolares, valor trés vezes maior aos observados no grupo de pacientes com
BO-pos-infeciosa (ESTEVES et al., 1999). A sensibilizacdo atépica baixa pode ser
atribuida a diferenca de idade entre os dois grupos, ou ao episodio de infeccdo

grave no primeiro ano de vida, fator determinante da resposta imunoldgica.
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A asma e atopia sdo caracterizadas pela presenca de um processo
inflamatorio do tipo Ty2. A hipdtese da higiene sugere que a exposi¢ao precoce as
toxinas bacterianas, a parasitas, o BCG, o sarampo e, viver em fazendas, reduz o
risco de atopia (RACILA, KLINE, 2005). A presenca de uma infeccao grave, no
primeiro ano de vida, como a que determina BO, pode ser o estimulo para a
resposta imunoldgica, padrdo Tyl e diminuir a atopia nestas criangas. Esta relacao,
entre a infeccdo e os sintomas de asma, tem sido motivo de debate entre clinicos e
epidemiologistas. A hip6tese da higiene, proposta por Strachan em 1989, sugere
uma relacdo inversa entre infecgbes respiratorias e sensibilizacdo alérgica
(STRACHAN, 1989). Entretanto, 13 anos antes esta hipdtese poderia ser atribuida a
Gerrard et al. (1976), que avaliaram a média de IgE sérica de 876 individuos de
etnia branca, residentes na regido central de Saskatchevan (Canada) e 276
(indigenas) residentes no norte. A média geométrica de IgE sérica em brancos (81,3
Ul/mL) foi menor que na comunidade de Metis (275,4 Ul/mL). A prevaléncia de
asma, eczema e urticaria foi maior na comunidade branca e, na comunidade
indigena, houve maior frequéncia de infestacdo por helmintos e infec¢des virais e
bacterianas néo tratadas. Os autores sugeriram que "doenca atopica € 0 preco pago
por alguns membros da comunidade branca por sua relativa liberdade das doencas
provocadas por virus, bactérias e helmintos” (GERRARD et al., 1976).

A presenca de uma mutagdo no gene CFTR pode estar associada com
um fendtipo atipico de FC no trato sinuso-pulmonar, pancreas, aparelho genital
masculino, com uma func¢édo reduzida da proteina CFTR. Embora alteragfes no
gene CFTR podem ter um papel na patogénese da asma, sinusite e ABPA em
alguns pacientes, estas doencas resultam predominantemente de fatores genéticos
(ndo CFTR) e fatores ndo genéticos (ambientais) (Tabela 15). Nao € surpresa que

alguns pacientes tém fibrose cistica como uma sindrome clinica ("variante de fibrose
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cistica"), que reflete influéncias ambientais e genéticas, que ndo mutacdes no gene

CFTR (NOONE, KNOWLES, 2001).

A BO compartilha sinais e sintomas de FC (Tabela 1) e a presenca da

mutacdo no CFTR, pode ser um fator predisponente para o desenvolvimento da

doenca.

TABELA 15 - HEERARQUIA DE ASSOCIACOES COM MUTACOES NO GENE CFTR

GENETICA/OUTRAS INFLUENCIAS

FENOTIPOS ASSOCIADOS COM

o FTR GENES MODIFICADORES NAO CFTR AMBIENTE
MUTACOES CFTR
FC ATIPICA
ACBDD +++ + +
Doenga Pulm Leve +++ + +
Pancreatite ClI +++ + +
ASSOCIADO COM MUTA(;OES
CFTR
Sinusite + ++ +
ABPA + ++ +4++
Asma +/- +++ ++

FONTE: NOONE, P.G.; KNOWLES, M.R. 'CFTR-opathies": disease phenotypes associated with cystic fibrosis

transmembrane regulator gene mutations. Respir Res , v.2, n.6, p.328-32, 2001.

NOTAS: FC é associada com duas muta¢des CFTR (geralmente uma leve e uma grave).

A representacao “+” indica a intensidade da associacao

Cl=pancreatite crbnica idiopatica

ABPA= Aspergilose broncopulmonar alérgica

ACBDD= auséncia congénita bilateral do ducto deferente.

Um amplo espectro de anormalidades moleculares pode ocorrer no gene

CFTR e, mutacdes ndo frequentes, que resultam na funcdo parcial da proteina

CFTR, podem estar associadas com apresentagfes ndo classicas da doenca

(ROWNTREE, HARRIS, 2003).

Este é o primeiro estudo a avaliar a presenca de mutacdes CFTR em

pacientes com BO pos-infecciosa. Pacientes portadores de uma mutacdo para
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fibrose cistica podem expressar clinicamente sintomas da funcdo diminuida da
CFTR em algum 6érgdo alvo (deferente, pulmédo e pancreas). No entanto, esses
pacientes ndo apresentam manifestacdes clinicas de fibrose cistica e tém teste do
suor normal. Por exemplo, até 66% dos pacientes com auséncia congénita bilateral
do ducto deferente podem ter mutacdes no gene CFTR e acredita-se que um unico
alelo pode determinar uma alteracdo no canal do cloro no epididimo e uma possivel
regressao precoce do ducto mesonéfrico (DOHLE, VEEZE, OVERBEEK, 1999). Em
alguns individuos que séo portadores de mutagdo CFTR, a manifestacdo da doenca
pode ser precipitada por um fator adicional como tabagismo, consumo de alcool, ou
atopia na aspergilose broncopulmonar (RAMAN et al., 2002).

Neste trabalho foram avaliados pacientes com fendétipo (BO pos-
infecciosa) e 6 mutacbes frequentes no gene CFTR, o qual pode determinar
manifestacbes de doenca pulmonar leve e bronquiectasias. A frequéncia de
portador heterozigoto para 1 das 6 muta¢cfes avaliadas nos pacientes com BO pos-
infecciosa foi de 4:42, (IC de 95%; 0,007 a 0,18). Esta frequéncia de portador
heterozigoto é 4,8 vezes maior que o0 esperado para a populagdo saudavel (IC de
95%; -0,02 a 0,06). A incidéncia de FC no Parana é de 1 caso para
aproximadamente 10.000 nascimentos (SANTOS et al., 2005). Se considerarmos a
frequéncia de heterozigotos encontrados neste grupo de pacientes com BO pos-
infecciosa, a incidéncia de FC seria de 1 caso para 441 nascimentos, ou seja, uma
frequéncia muito acima do esperado, mesmo para outros paises onde a FC é mais
frequente.

Esta frequéncia de portador heterozigoto pode ser ainda maior se for
considerado que ha mais de 1500 mutacdes conhecidas para o gene CFTR
(CYSTIC FIBROSIS MUTATION DATABASE. CFMDB Statistics, 2006) e foram
analisadas apenas seis. Estas 6 muta¢gBes correspondem a taxa de deteccdo de

55% de pacientes com FC no estado do Parana (RASKIN, 2001). Isto significa que
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uma analise ampliada das mutacfes FC resultaria na frequéncia de 7 (16,7%)
portadores heterozigotos para os 42 casos de BO pés-infecciosa, (IC de 95%; 0,05
a 27,9), p = 0,007. Isto representa uma frequéncia 8 vezes maior que o esperado na
populacdo saudavel. Além disto, é possivel que mutagdes associadas ao fenoétipo
de BO pds-infecciosa, sejam diferentes das mutacfes mais frequentes responsaveis
pelo fenotipo FC, como foi observado por Ninis et al. em pacientes com
bronquiectasias (NINIS et al., 2003) e por Bernardino, Lima e Zatz em pacientes
brasileiros com ACBDD (BERNARDINO, LIMA, ZATZ, 2003).

Ninis et al. (2003) avaliaram 77 criancas com diagnostico de
bronquiectasias sem etiologia definida, para pesquisa de mutacdes de FC. Vinte e
oito criancas eram portadoras de mutacdes no gene CFTR, uma frequéncia maior
que a esperada para a populacdo saudavel. O espectro das mutacdes encontrado
era diferente daquele observado nos pacientes com FC. Por exemplo, a mutacao
DF508 néo foi encontrada em nenhum paciente com bronquiectasia idiopética e no
entanto, estava presente em 23,5% dos pacientes com FC. Da mesma forma, trés
mutacgdes observadas em pacientes com bronquiectasias nao foram observadas nos
pacientes com FC. A mutacdo mais frequente foi a K68E, uma mutacao rara entre
pacientes com FC. (NINIS et al., 2003).

Groman et al. (2002) avaliaram 74 pacientes com manifestacdes clinicas
sugestivas de FC. Entre 34 pacientes com uma mutac¢do identificada, a analise por
sequenciamento permitiu identificar uma segunda mutacdo (IVS8-5T) em 24
pacientes. Entdo, em pacientes com sinais e sintomas de FC, uma andlise
detalhada permitiu identificar a presenca de uma outra mutagdo mais rara, ou entao,
de um polimorfismo (GROMAN et al., 2002). E possivel, que neste grupo de
pacientes, a realizacdo de pesquisa ampliada, poderia identificar mutacées que nao

foram encontradas na andlise inicial (KNOWLES, DURIE, 2002).
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Uma outra hipotese seria que além das mutacdes do gene CFTR,
polimorfismos genéticos de regides nao codificadoras podem ter um impacto no
nivel funcional da CFTR e no fendétipo da fibrose cistica (NOONE, KNOWLES, 2001,
ROWNTREE, HARRIS, 2003). Mutagdes de regides nao codificadoras da CFTR tém
sido associadas com fenotipos atipicos de fibrose cistica. A sequéncia do alelo 5T
no intron 8 resulta na delecé&o do éxon 9 no RNA mensageiro do CFTR, o que leva a
niveis menores da proteina normal. A combinacdo de uma mutacdo CFTR com alelo
5T tem sido relatada na patogénese de auséncia congénita bilateral de ducto
deferente e doenca sinuso-pulmonar atipica (CHILLON et al., 1995; FRIEDMAN et
al., 1997). Se o estado de portador da mutagcdo CFTR estd associado a um maior
risco de desenvolver doenca pulmonar, isso permanece matéria de debate. Uma
prevaléncia maior de hiper-responsividade brénquica para metacolina, sibilancia e
doenca pulmonar na infancia, bem como, fluxos e volumes diminuidos, tém sido
observados em portadores heterozigotos para FC (DAVIS, 1984; DAVIS,
VARGO,1987). Neste grupo de pacientes n&o foi avaliada a presenca de outras
mutacdes FC e de polimorfismos capazes de alterar a expressao da proteina CFTR.

A frequéncia dos alelos 5T e 9T foram encontrados em uma frequéncia
maior que a populacdo saudavel em pacientes com bronquiectasias idiopaticas. Isto
sugere que genes modificadores, concomitante ao CFTR e polimorfismos, agem
para expressar um fendtipo de bronquiectasias, ou, o alelo 9T, age de forma a
atenuar a expressao fenotipica da FC (NINIS et al., 2003).

Estes achados realgcam a importancia do alelo 9T, que nunca foi relatado
estar associado a qualquer doenca. Este alelo resulta em transcricdo normal da
proteina CFTR e ndo é o alelo mais frequente observado na populacdo saudavel.
Uma frequéncia maior do alelo 9T n&o pode ser atribuido a possivel associacdo com
defeitos em um gene nao identificado. Poderia ser um gendétipo que néo leva a

doencga, mas leva a bronquiectasia, quando associado a defeitos em genes né&o
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identificados. Alternativamente, 9T poderia ser um atenuador na FC, ao invés de
mutacdo com papel na etiologia de bronquiectasias. Uma atividade maior da
proteina CFTR, conferida por 9T, poderia diminuir o efeito da mutacdo e manifestar
formas mais leves de FC (NINIS et al., 2003). Neste estudo ndo foi avaliada a
presenca dos alelos 5T e 9T que poderiam estar associados com o desenvolvimento
de BO pos-infeciosa. Alteragdes que poderiam estar localizadas em introns e que
nao foram avaliados, regides promotoras ou regulatdrias responsaveis pela sintese
de proteina CFTR normal mas com baixos niveis de expressdo, podem alterar
tecidos suscetiveis como deferente e epididimo (CASALS et al., 2000), ou entéo, o
epitélio respiratorio.

E possivel, que se for avaliado um nimero maior de pacientes com BO
pos-infecciosa, encontrar frequéncia maior de mutacdes no gene CFTR. A
frequéncia esperada de heterozigotos para FC na populacdo saudavel é 1:42
(RASKIN, 2001). Assim, para uma amostra de 42 pacientes seria necessario
encontrar 8 pacientes com uma mutagdo CFTR (19%) para se obter um (IC de 95%
0,07 a 0,31) que nao apresente sobreposicdo com o esperado para a populagéo
saudavel (IC de 95% -0,02 a 0,06). Para uma amostra 3 vezes maior (n = 126), o
percentual seria apenas de 11%, ou seja, muito prOXimo ao encontrado neste
estudo de 9,5%. Este percentual provavelmente esta subestimado, se for
considerado que apenas 6 mutagcdes foram pesquisadas.

Os mecanismos pelos quais uma mutagdo no gene CFTR poderia
determinar ou facilitar o desenvolvimento de doenca ndo sao bem conhecidos;
especialmente em BO pos-infecciosa, onde ndo se tem o conhecimento de que uma
mutacdo (heterozigoto) para FC pode estar associada ao desenvolvimento dessa
doenca.

Ha evidéncia que a FC estd associada com aumento da producdo de

citocinas nas vias aéreas, como interferon y, IL-8 e IL-10, e isto poderia resultar em
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processo imunolégico e inflamatorio exacerbado. Células T CD4+, de pacientes com
FC, produzem menos IL-10, que tem potente agcdo aintiinflamatdria por diminuir a
liberacdo de diversas citocinas pro-inflamatoérias (MILLER et al., 1996). Isto poderia
potencializar o processo inflamatério deteminado pela infeccdo viral e resultar em
doenca mais grave com presenca de sequelas.

A resposta imune aumentada nas células epiteliais de pacientes com FC
nao ocorre por acao direta da CFTR, mas de efeitos indiretos da auséncia da funcao
do canal de cloro. A perda de cloro, bicarbonato e secrecéo de glutation provocam
reducdo de volume e aumento da oxidacdo do liquido na superficie da via aérea.
Estas alteracbes provocam aumento da concentracdo de mediadores pro-
inflamatorios, reduz clearance mucociliar e ativa sinais celulares. A falta da CFTR
apical leva ao aumento do Ca'’ intracelular e recruta NFKB, que pode ser
intensificado na presenca de P. aeruginosa (MACHEN, 2006).

Em humanos e ratos, a auséncia da CFTR influencia a expressédo de
outras proteinas responsaveis por transporte idnico, processo inflamatério e de
resposta celular. Estas outras proteinas sdo potenciais modificadores do fendtipo da
FC e podem explicar os diferentes fendtipos e gravidade entre pacientes com as
mesmas mutacdes para o gene CFTR (XU et al., 2003).

A relacao entre o defeito basico na FC (alteracdo no transporte de ions
Na® e CI) e a fisiopatologia da doenca ndo esta bem estabelecido. Para a doenca
pulmonar, uma hipotese simples seria a alteracdo do clearance mucociliar. A
secrecdo diminuida de cloro e o aumento da absorcdo de sodio levam a uma
diminuicdo da quantidade de liquido na superficie da via aérea, que por sua vez
dificulta o batimento ciliar, aumenta a colonizacdo bacteriana e infeccbes de
repeticdo. Entretanto, outros fatores do hospedeiro podem estar presentes, como
aumento da aderéncia bacteriana (SAIMAN et al.,1992), ingestdo diminuida das

bactérias pelas células epiteliais (PIER et al., 1996) e atividade reduzida
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antibacteriana das defensinas (SMITH et al.,, 1996). A secrecdo de citocinas
alteradas detectadas nos pulmdes de fibrocisticos pode explicar parcialmente a
inflamacé@o encontrada em pacientes com diagnostico precoce e com auséncia de
infeccado bacteriana (BONFIELD et al., 1995). Estes mecanismos, isolados ou
associados, secundarios a presenca de uma mutacdo CFTR, podem ser fatores
"facilitadores” para o desenvolvimento de formas graves de bronquiolite com
evolucdo para bronquiolite obliterante. Além disso, genes modificadores e
polimorfismos, em conjunto com uma mutagédo CFTR, ou a presenca de alelos (5T,
9T), agem de forma a alterar a acdo da proteina CFTR e podem propiciar o
desenvolvimento de BO pdés-infecciosa.

A presenca de mutacdes do gene CFTR neste grupo de pacientes amplia
0 espectro de doencas consideradas "CFTR patias" e gera a necessidade de
estudos para uma maior compreensao do papel deste gene na etiologia da
bronquiolite obliterante. E possivel que a proteina CFTR, de forma quantitativa e
gualitativa, apresente diferentes mecanismos de resposta do hospedeiro o que
explicaria a variedade de expressodes fenotipicas da fibrose cistica e o numero de

doencas CFTR relacionadas.
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6 CONCLUSAO

1. A frequéncia de portador heterozigoto para uma das 6 mutacdes do
gene CFTR avaliadas (DF508, G542X, N1303K, R1162X, R553X e G551D) foi 4
de 42 (9,5%). Esta frequéncia é aproximadamente 5 vezes maior que a

esperada para a populacdo saudavel.
2. Esta frequéncia esta subestimada se for considerado que:

- as 6 mutacdes estdo presentes em apenas 55% dos pacientes com
FC.

- as mutacbes CFTR em pacientes com BO pos-infecciosa podem ter

espectro diferente dos pacientes com FC.

3. Entre as 6 mutagOes avaliadas, a DF508 foi a mais frequente (3 portadores
heterozigotos) e 1 heterozigoto para G542X.

4. A BO pos-infecciosa:
- tem inicio precoce, geralmente no primeiro ano de vida,

- ocorre com maior frequéncia no género masculino e nestes, tém

apresentacao mais grave;
- determina menor sensibilizacdo atopica;

- apresenta sequelas pulmonares irreversiveis (bronquiectasias,

atelectasias, perfusdo em mosaico);

- € uma doenca pulmonar obstrutiva que nédo responde a administracéo de

broncodilatadores.
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ANEXO

TERMO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA



IMUNOGLOBULINAS

REGISTRO _ SEXO IDADE inicio SINT (m) Reintern 2ou+reintern _ intern UTI  VENT MEC TCA HIV__ TESTE SUOR 19G IgA IgM ANTI-TRIP
18643600 F 3a 10m 6 néo nao nao nédo neg neg 20 719 44,5 56,1 145
19193241 M 3a9m 13 sim nao sim nao neg neg 24 e 28 980 55 155 160
18681757 M 3allm 3 sim nao nao nao neg 20 754 113 145 50
19255514 F 13a7m 12 sim sim nao nao pos neg 31 1267 311 203 186
19363945 M 2a6m 3 sim nao sim nao neg 20 965 7 81 116
19555895 F 2a 1 néo nao nao nao neg 24 590 30 58
19631400 M 8a 6 sim sim nao nao neg neg 30 1070 147 220 164
19850242 F 2a5m 13 sim sim sim sim neg 10 1430 48 101 134
17025198 M 7a8m 5 sim sim sim sim neg neg 20 685 77 228 117
17423320 M 12a8m 8 sim sim nao nao neg neg 42 1781 204 150
17676504 M 9a4m 8 sim sim nao nao neg neg 12 ell 78
17895559 M 5a7m 3 sim nao sim nao neg 28 1170 55 88 88
17634151 M 16a4m 6 sim sim nao nao neg neg 22 1221 242 262
17702491 F 6a 2 sim sim nao nao neg neg 20 630 66 186
17767135 M 6a, 7m 8 sim sim sim sim neg neg 30 1580 102 116 247
16237779 M 10 6 sim sim nao nao neg neg 22e40 1279 251 203 166
16277584 M 8a,9m 4 sim sim sim nao neg neg 27e20 1127 118 118 134
16507423 M 7a, 10m 1 sim nao sim sim pos 38,44 1000 143 141
16646105 M 16a,10m 3 sim sim nao nao neg neg 12e9 975 136 196 118
16681326 F 8a,7m 3 sim sim nao nao neg nao 18 1160 156 88 115
16713163 F 15a,11m 12 sim nao sim sim neg neg 32 1330 97 137 132
16734691 M 9a,1m 12 sim sim nao nao pos neg 32 973 151 47 206
7412088 M 17a,7m 3 sim sim nao nao neg neg 46 e 22 1940 155 380
12643063 M 16a, 24 sim nao sim sim neg neg 28 1640 428 132 190
14314148 M 1la7m 9 sim nao nao nao neg neg 40 1040 31 105 138
14436758 F 19a 4 sim sim nao nao neg neg 21,6 1710 237 259
15197730 F 9a9m 4 sim sim nao nao neg 28 1170 230 117 140
15594241 F 10a,5m 18 sim nao nao nao neg neg 40 1030 275 157 119
15929120 M 10a,5m 22 sim sim sim nao neg neg 48 786 70 248 455
16277681 M 8a,3m 5 sim sim sim sim neg neg 9,1 1370 145 84 106
16677744 F 8a,2m 18 sim sim nao nao neg 29 1222 125 127 219
17682490 M 5a,10 12 sim sim sim nao 7,4 801 76 85 87
18608472 M 5a,5m 10 sim sim nao sim neg neg 7.4 1170 102 152 162
12712626 M 15a,2m 12 sim sim nao nao neg neg 21 1170 123 147 154
2322668 M 2a,4m 2 sim sim sim sim neg 10 980 75 325 90
2317630 F 2a,4m 1 sim sim sim nao neg 22 1156 98 112
2451786 M 2a,8m 18 sim sim sim sim neg 11 976 90 78
23926410 M 1a,9m 2 sim sim nao nao neg 9,7 1069 60 81
2433095 F 2a,5m 17 sim sim sim sim neg 12,6 490 114 352 119
2376091 M 2a,1m 18 sim sim sim sim neg 6,9 721 73 308 106
16681326 M la,6m 3 sim nao sim sim neg 25 673 24 113 193
19813134 M 5a,5m 8 sim sim nao nao neg neg 24 804 63,2 52,7

Reintern= reinternages; VENT MEC= Ventilagdo mecanica; TCA= Teste cutaneo alérgico; ANTI-TRIP= Deficiéncia de alfa-1 antitripsina



RADIOGRAFIA DE TORAX

TOMOGRAFIA TORAX ALTA RESOLUCAO

alt perfusdo alt volume  atelec  compr brong  bronguiec mosaico bronquiec  atelectasia estrias, bandas Ecocardiograma CVF VEF1 VEF1/CVF FEF 25-75% RespostaBD MUT.CFTR
nl nl nl nl nl sim néo sim nao nl
sim sim nl sim nl nl néo néo nao
nl nl nl nl nl sim néo sim sim nl
nl nl nl nl nl sim sim sim nao nl 114 93 77 66 SIM
sim nl nl sim nl nl néo néo nao nl
sim nl nl sim nl nl néo néo nao
sim sim nl sim nl sim sim néo nao
sim nl nl nl nl nl néo sim nao nl
nl sim nl nl nl sim néo néo nao nl 100 87 75 51 NAO
nl sim nl sim nl sim sim néo nao nl
sim sim nl sim nl sim sim néo nao HP leve 105 62 56 22 SIM
nl sim sim nl nl sim néo sim sim nl
nl sim nl nl sim sim sim sim sim 52 41 75 27 NAO DF508
nl nl nl nl nl sim sim néo nao
sim sim nl sim nl nl néo n nao HP leve
nl sim nl nl sim sim sim sim nao HP leve 80 66 78 41 NAO
nl sim nl nl nl sim sim sim nao nl 65 41 59 17 NAO
nl sim nl nl nl sim néo néo nao nl
nl sim sim nl nl sim sim sim nao nl 110 75 64 41 NAO
sim sim nl nl sim sim sim sim sim 126 79 61 31 NAO G542X
nl nl sim nl nl sim sim néo nao HP leve 104 77 75 53 NAO
nl sim nl sim nl sim néo sim nao nl 77 54 64 23 NAO
sim sim sim nl nl sim néo sim sim nl 70 61 82 55 NAO
nl sim sim nl nl sim sim sim nao nl 83 77 75 47 NAO
nl sim nl nl nl sim sim néo nao HP leve 83 73 86 72 NAO
nl sim nl sim nl sim sim néo nao 68 72 90 73 NAO
sim sim nl nl nl sim néo sim nao 88 64 65 52 NAO
nl nl nl nl nl sim néo néo nao 63 45 68 45 NAO
nl nl sim sim nl sim sim sim nao 94 63 60 25 NAO
nl sim nl nl nl sim sim néo nao nl 98 64 59 27 SIM DF508
nl nl sim nl nl sim sim sim nao nl 74 40 55 18 NAO
nl sim nl sim nl sim néo néo nao nl
nl sim nl nl sim sim sim sim nao DF508
nl sim nl sim nl sim sim néo nao HP leve 81 46 51 14 NAO
nl sim sim nl sim sim sim sim nao nl
nl sim sim nl nl sim sim sim nao
nl sim nl sim nl nl sim néo nao
sim sim nl nl nl sim sim sim sim nl
nl sim nl sim nl sim sim sim nao
nl sim nl nl nl nl néo néo nao
sim sim sim sim nl nl néo néo nao
sim sim nl nl nl sim néo néo nao

Alt perfusdo= alteracao perfusédo; Alt volume= Alteracéo volume; Compr brong= comprometimento bréonquico; Bronquiec= bronquiectasias; VEF1= Volume expiratério forcado no primeiro segundo
CVF= Capacidade vital forgada; FEF 25-75%= Fluxo espiratdrio for¢cado entre 25 e 75% da capacidade vital; BD= broncodilatador;

MUT. CFTR = mutagdo gene CFTR



