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RESUMO

Introducao: A fibrose pulmonar familiar (FPF) é definida como a presenca de doenga
pulmonar intersticial (DPI) de qualquer etiologia, em dois ou mais familiares — de
primeiro ou segundo grau de parentesco - de uma mesma familia. O quadro clinico da
FPF é o mesmo das formas esporadicas de DPI e dados sobre a sua sobrevida ainda
sdo escassos. A genética pode contribuir apontando potenciais biomarcadores com
valor prognostico e/ou de resposta ao tratamento.

Objetivos: Objetivo primario foi investigar a interagcdo gene-gene e do comprimento
telomérico com variantes genéticas raras e comuns em uma coorte de pacientes
brasileiros. Secundariamente, buscou-se avaliar o impacto dessas variantes genéticas
e também de fatores clinicos na sobrevida de pacientes com FPF.

Metodologia: FPF foi definida de acordo com as diretrizes atuais. Para atender ao
objetivo primario, foram incluidos 82 casos-indice de FPF e 44 participantes com
telomeropatia sem envolvimento pulmonar como controles. Foram avaliadas a
presenga do alelo de risco MUCS5B (rs35705950), da variante TOLLIP, de variantes
comuns de TERT e de variantes raras do gene da biologia dos teldmeros. Comparou-
se a frequéncia dos alelos de variantes comuns a bancos de dados publicos de
genoma (Genome Aggregation Database e Online Archive of Brazilian Mutations). Foi
considerado enriquecido quando a presenca de alguma das variantes comuns era
mais frequente na amostra com FPF que nos bancos de dados. Foi criado um modelo
de arvore de inferéncia condicional para classificar os subgrupos dos participantes,
segundo as variantes genéticas, de acordo com as variaveis idade, sexo, comprimento
telomérico, status das variantes comuns TOLLIP e MUCS5B rs35705950. Para verificar
0s objetivos secundarios, foram incluidos casos incidentes de pacientes com FPF e
fendtipos de fibrose pulmonar idiopatica (FPI) e pneumonite por hipersensibilidade
fibrética (PHf) (F-FPI e F-PHf, respectivamente) e pacientes com FPl e PHf sem
histéria familiar (ndo — F-FPI e ndo — F-PHf, respectivamente) como controles. Os
pacientes foram acompanhados de 1° de janeiro de 2007 até o ébito ou 31 de maio
de 2022. As variaveis relacionadas a sobrevida foram estimadas por meio de
regressao univariada e multivariada de Cox e método proporcional anteréogrado. As
variaveis que apresentaram diferenga estatistica (p<0.05) entre os grupos familiar e
ndo familiar foram controladas antes de estimar as curvas de sobrevivéncia. A
sobrevida foi estimada pelo método de Kaplan-Meyer e as curvas comparadas pelo

Log-Rank. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



Resultados: No total, foram incluidos 101 participantes com FPF e 132 com DPI n&o
familiar. Na analise primaria, variantes raras foram identificadas em 24 casos de FPF,
dos quais 18 (22%) apresentavam também telébmeros curtos e foram classificados
como telédmeros relacionados (TR)-FPF. Participantes que apresentavam ou
teldbmeros curtos ou variante rara (mas nunca os dois ao mesmo tempo), foram
classificados como nao-TR-FPF. Os participantes com TR-FPF tiveram sobrevida
global inferior a dos ndo-TR-FPF (61.2 [13.1 - 83.1] vs. 115.5 [71.9 - 179.7] meses,
respectivamente; p=0.0006). Os alelos das variantes comuns MUC5B rs35705950 e
TOLLIP foram mais frequentes entre participantes com FPF do que em bancos de
dados de genoma publicos, p < 0.003. As variantes comuns do TOLLIP foram
enriquecidas nos casos naéo TR-FPF (p < 0,001), mas ndo no TR-FPF. Em contraste,
o MUCS5B rs35705950 foi enriquecido em ambos os grupos, mas em pacientes com
telomeropatia sem envolvimento pulmonar, sua frequéncia foi comparavel a dos
controles. Usando a arvore de inferéncia condicional, o status do MUCS5B previu
corretamente a FPF em 76% dos casos com variantes raras da biologia dos telémeros.
Na analise secundaria foram avaliados 198 participantes, 88 com diagnéstico de FPI
e 110 com PHf. Na coorte de FPI, 52 pacientes eram nao — F-FPI e 36 F-FPI. No grupo
PHf, foram incluidos 80 pacientes ndo — F-PHf e 30 pacientes F-PHf. Os pacientes de
ambos os grupos de F-FPI e F-PHf apresentaram curvas de sobrevida semelhantes e
inferiores as das formas nao familiares de FPI e HPf. A sobrevida mediana para o
grupo FPF foi de 46 meses em comparagdo com 75 meses da apresentacdo nao
familiar.

Conclusao: Variantes raras do gene da biologia dos telémeros, teldmeros curtos e o
alelo MUC5B rs35705950 cooperam no desenvolvimento da FPF. Variantes do
TOLLIP aumentam o risco de fibrose pulmonar em pacientes ndo-TR-FPF apenas. A
combinagao de dados genéticos pode ajudar a identificar o subconjunto de pacientes
com telomeropatia com maior probabilidade de desenvolver doenca pulmonar e
fornecer informagdes sobre sua patogénese. Pacientes com FPI e PHf nas formas
familiares apresentam sobrevida aproximadamente 2,5 anos menor que pacientes

com as mesmas etiologias, mas em apresentacao esporadica.

Palavras — chave: Doencgas pulmonares intersticiais; genética; fibrose pulmonar;

dispneia; sobrevida.



ABSTRACT
Introduction: Familial pulmonary fibrosis (FPF) is defined as the presence of
interstitial lung disease (ILD) of any etiology, in two or more relatives — first or second
degree — from the same family. The clinical presentation of FPF is the same as that of
sporadic forms of ILD and data on survival are still scarce. Genetics can contribute by
pointing out potential biomarkers with prognostic value and/or response to treatment.
Aims/Objectives: Primary objective was to investigate gene-gene and telomeric
length interactions with rare and common genetic variants in a cohort of Brazilian
patients. Secondarily, we sought to evaluate the impact of these genetic variants and
also of clinical factors on the survival of patients with FPF.
Methods: FPF was defined according to current guidelines. To meet the primary
outcome, 82 index cases of FPF and 44 participants with telomeropathy without lung
involvement were included as controls. The presence of the MUCS5B risk allele
(rs35705950), the TOLLIP variant, common TERT variants and rare variants of the
telomere biology gene were evaluated. The frequency of alleles of common variants
was compared to public genome databases (Genome Aggregation Database and
Online Archive of Brazilian Mutations). It was considered enriched when the presence
of any of the common variants was more frequent in the FPF sample than in the
databases. A conditional inference tree model was created to classify subgroups of
participants, according to genetic variants, according to the variables age, sex,
telomeric length, status of the common TOLLIP and MUC5B rs35705950 variants. To
evaluate the secondary outcomes, we included incident cases of patients with FPF and
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and fibrotic hypersensitivity pneumonitis (PHf)
phenotypes (F-FPI and F-PHYf, respectively) and patients with IPF and PHf without a
history of family (non-F-FPI and non-F-PHf, respectively) as controls. Patients were
followed from January 1, 2007 until death or May 31, 2022. Variables related to survival
were estimated using univariate and multivariate Cox regression and anterograde
proportional method. The variables that showed a statistical difference (p<0.05)
between the family and non-family groups were controlled before estimating the
survival curves. Survival was estimated using the Kaplan-Meyer method and curves
compared using Log-Rank. The significance level adopted was 5%.
Results: 101 participants with FPF and 132 with non-familial ILD were included. In the
primary analysis, rare variants were identified in 24 cases of FPF, of which 18 (22%)

also had short telomeres and were classified as telomere related (TR)-FPF.



Participants who had either short telomeres or a rare variant (but never both at the
same time) were classified as non-TR-FPF. Participants with TR-FPF had lower overall
survival than those without TR-FPF (61.2 [13.1 - 83.1] vs. 115.5[71.9 - 179.7] months,
respectively, p=0.0006). Alleles of the common variants MUC5B rs35705950 and
TOLLIP were more frequent among participants with FPF than in public genome
databases, p < 0.003. Common TOLLIP variants were enriched in non-TR-FPF cases
(p < 0.001) but notin TR-FPF. In contrast, MUC5B rs35705950 was enriched in both
groups, but in patients with telomeropathy without lung involvement, its frequency was
comparable to that in controls. Using the conditional inference tree, MUCS5B status
correctly predicted FPF in 76% of cases with rare telomere biology variants. In the
secondary analysis, 198 participants were evaluated, 88 diagnosed with IPF and 110
with PHf. In the IPF cohort, 52 patients were non-F-IPF and 36 F-IPF. In the PHf group,
80 non-F-PHf patients and 30 F-PHf patients were included. Patients in both the F-IPF
and F-PHf groups had survival curves similar and inferior to those in the non-familial
forms of IPF and HPf. Median survival for the FPF group was 46 months compared
with 75 months for the nonfamilial presentation.

Conclusion: Rare variants of the telomere biology gene, short telomeres and the
MUCSB rs35705950 allele cooperate in the development of FPF. TOLLIP variants
increase the risk of pulmonary fibrosis in non-TR-FPF patients only. Combining genetic
data can help identify the subset of patients with telomeropathy most likely to develop
lung disease and provide insights into its pathogenesis. Patients with IPF and PHf in
familial forms have a survival rate approximately 2.5 years shorter than patients with

the same etiologies, but in sporadic presentation.

Key words: Interstitial lung diseases, genetic; pulmonary fibrosis; dyspnea; survival.
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1. INTRODUGAO

As doengas pulmonares intersticiais (DPIl) sdo um grupo heterogéneo de
alteragcbes de parénquima pulmonar com variabilidade clinica, radiolégica e
histopatolégica que resultam em fibrose pulmonar.(’-®) Dentre as causas de DPI
incluem-se as doengas intersticiais associadas a doengas do tecido conjuntivo (DTC),
doencas associadas a exposi¢cdes ambientais e inalagdes de particulas - sendo a
pneumonite por hipersensibilidade (PH) a mais prevalente deste grupo - doengas
cisticas, sarcoidose, além de formas idiopaticas e ndo classificadas de DPI.(2 4
Algumas formas de DPI podem ter evolugéo rapidamente progressiva com piora dos
sintomas, da funcédo pulmonar, da qualidade de vida e aumento do risco de morte.(?

Entre as décadas de 1950 e 1970 a publicacdo de algumas séries de casos
apontaram para uma possivel predisposicdo genética a ocorréncia de fibrose
pulmonar sugerida pela alta prevaléncia da doenga em familias de pacientes com
diagnostico da forma idiopatica.(® ) Estes primeiros estudos reforgaram a hipétese da
associagao entre alteragdes genéticas e ambientais e conduziram ao desenvolvimento
de técnicas de investigagcdo em genética humana e da compreensao da fisiopatologia
das formas familiares de DPI.(% ¢ Os estudos mostraram que a associagdo familiar
ocorre em diversas etiologias de DPI e que se apresenta sob a forma de varios
padrées de acometimento pulmonar a tomografia computadorizada do térax de alta
resolucao (TCAR), confirmando a heterogeneidade da fibrose pulmonar familiar
(FPF).(". 7.8) Posteriormente, a FPF foi definida como a ocorréncia de qualquer DPI
em dois ou mais familiares de primeiro grau ou segundo grau de parentesco.”) Estima-
se que até 20% dos casos de fibrose pulmonar idiopatica (FPI) tém associagao familiar
e que em até 80% dos casos os fendtipos de DPI sdo discordantes sendo, portanto,
mais prevalente do que se acreditava inicialmente.® 9 Adicionalmente, os dados
disponiveis colocam a histéria familiar como um forte fator de risco para progresséao
da DPI e de pior sobrevida.(*: 1)

Novos estudos trouxeram informacdes sobre alteragbes genéticas envolvendo,
principalmente, os genes responsaveis pela homeostasia dos telébmeros (telomere
related genes - TRG) e do surfactante pulmonar (surfactant related genes - SRG) na
FPF. (12.13) Além disso, mais de 10 variantes genéticas raras ja foram identificadas e
associadas a evolugéo para fibrose pulmonar (2 A partir dos dados desses estudos

pbde-se afirmar que a FPF tem um padrao de heranga autossémica dominante com
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penetrancia variavel.('? Entretanto, ndo se pode falar em caracteristicas clinicas ou
histopatoldgicas distintas da FPF daquelas que ocorrem nas formas esporadicas de
DPI, fato que dificulta o diagnostico precoce de casos e de individuos sob maior risco
de acometimento. A genética pode contribuir apontando potenciais biomarcadores
com valor prognostico e/ou de resposta ao tratamento. Gragas ao grande avango
neste campo, em 2022 houve a publicagdo de um manual para investigagao genética
em pacientes com FPF.(13)

Diante do exposto, pretendeu-se, primariamente, com o presente estudo
investigar a interacdo genética e do comprimento telomérico com variantes genéticas
raras e comuns em uma coorte de pacientes brasileiros. Secundariamente, buscou-
se avaliar o impacto dessas variantes genéticas e também de fatores clinicos na

sobrevida de pacientes com FPF.
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2. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

2.1 Doengas pulmonares intersticiais

2.1.1 Classificagcao e epidemiologia

A classificacdo atual das DPI inclui grupos de patologias que acometem o
parénquima pulmonar, caracterizadas pela infiltragao de células inflamatérias, fibrose
e proliferagédo de células que participam da parede alveolar.'”) As DPI sdo um grupo
heterogéneo de afec¢des que apresentam achados clinicos, funcionais e radiolégicos
semelhantes.® As causas de DPI podem ser conhecidas ou se apresentar de forma
idiopatica ou, ainda, podem estar associadas a doengas autoimunes e exposi¢cdes
inalatérias ambientais, dentre outras. (1419

No final da década de 80 o uso da TCAR permitiu avancgos na caracterizacao
das DPI por meio de estudos de correlagdo histoldgica e radiologica.('® ) Na primeira
classificagao histolégica, proposta por Liebow e Carrington, foram sugeridas cinco
apresentagoes histologicas distintas para as pneumonias intersticiais idiopaticas (Pll):
pneumonia intersticial usual (PIU), pneumonia intersticial descamativa (PID),
pneumonia intersticial com bronquiolite, pneumonia intersticial linfoide (PIL) e
pneumonia intersticial de células gigantes.('®) Em 1994, Katzenstein e Fiorelli
descreveram um novo padrao - a pneumonia intersticial ndo especifica (PINE) - apos
a avaliacdo de 64 casos com caracteristicas histologicas e prognostico distintos da
PIU, PID e da pneumonia intersticial aguda (PIA).(") Em 1997, Miller e Coiby
sugeriram uma classificagao radiolégica e patolégica que excluiu a PIL e a pneumonia
intersticial de células gigantes - definidas como doencas linfoproliferativa e
ocupacional, respectivamente - incluindo a PINE e renomeando a bronquiolite
obliterante com pneumonia em organizagdo como pneumonia em organizagao
criptogénica (POC).?%9 Em 1998, Katzenstein et al. propuseram uma classificagdo
histolégica para a sindrome clinica da FPI que compreendia os padrdes de PIU, PINE,
PID e PIA, cada um com suas caracteristicas clinicas e progndsticas.?!) Nessa
publicagao, os autores sugeriram que o termo FPI fosse reservado para os casos com
achados histolégicos de PIU, por caracterizar pacientes com doencga progressiva, de
inicio insidioso, com pouca resposta ao tratamento e geralmente fatal.?")

Em 2002, a American Thoracic Society (ATS) e a European Respiratory Society

(ERS) publicaram um documento com a finalidade de uniformizar a terminologia e os
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critérios diagndsticos empregados na classificagdo das PII.?2 O posicionamento das
sociedades, na ocasiao, sugeriu que a utilizagao da bidpsia pulmonar cirurgica deveria
ser incorporada como padrdo aureo para o diagndstico das DPI a discusséo
multidisciplinar (DMD), esta ultima definida como um processo dinamico entre o
clinico, o radiologista e o patologista para definicdo do diagndstico e da conduta a ser
tomada frente a um caso de fibrose pulmonar.(?? Sete condi¢gdes foram caracterizadas
segundo os achados clinicos, radiologicos e histologicos: FPI, PINE, POC, PIA,
bronquiolite respiratoria associada a DPI (BR-DPI), PID e PIL.%?2 Em 2013, a ATS e a
ERS publicaram uma atualizagdo dessa classificagdo.?®) As principais mudancas
foram a inclusdo da PINE como um padrao histologico distinto e bem definido e a
adicao do grupo de Pll raras (pneumonia em organizagao aguda fibrinosa, pneumonia
intersticial bronquiolocéntrica e fibroelastose pleuroparenquimatosa idiopatica).(2®)
Em 2011 um documento da ATS/ERS em associagcdo com a Japanese
Respiratory Society e Associagdo Latino-americana do Torax (ATS/ERS/JRS/ALAT)
propds o emprego de trés padrées tomograficos principais para a classificagdo das
TCAR na FP1.2% A revis&o deste documento em 2018 recomendou que fosse utilizada
a classificagao da radiolégica da TCAR para o diagndstico de FPI em quatro padrdes
tomograficos, que € a classificagdo vigente atualmente: PIU, PIU provavel, padrao

indeterminado e padrao mais consistente com diagndsticos alternativos a PIU (Tabela
1).29)
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Tabela 1. Classificagao dos padroes tomograficos das doengas intersticiais
pulmonares idiopaticas.

Padroes mais

consistentes com

PIU PIU provavel Indeterminado . o
diagnésticos
alternativos a PIU
Predominio basal .
Predominio )
e subpleural: ) Predominio em campos
. basal e Predominio ) )
muitas vezes médios ou superiores,
Distribuicao R subpleural: basal e ]
heterogénea ) peribroncovascular,
muitas vezes subpleural. o
*pode ser A perilinfatica.
) o heterogénea.
difusa/assimétrica
Padrao reticular
discreto
Faveolamento
. . Pode associar- Sugere outros
com ou sem Padrao reticular
. ) se vidro fosco ou diagndsticos: cistos,
bronquiectasias com . .
] . distorgéo mosaico extenso,
ou bronquiectasias ] . ]
) ] arquitetural predominio de vidro fosco,
bronquiolectasias ou i ]
_ ) . (padrao micronddulos profusos,
de tragéo bronquiolectasia o
Caracte- o _ incipiente). nédulos centrolobulares,
o periféricas s de tracéo L
risticas o consolidacgbes.
periférica

*pode associar-se
a padréo reticular,
vidro fosco
discreto,

ossificagao.

*pode associar-
se vidro fosco

discreto

*distribuicao e
caracteristicas
nao sugerem um
diagnéstico
especifico
(indeterminado

verdadeiro)

*outros: placa/derrame
pleural, dilatagcdo es6fago,
adenomegalia, erosao de

clavicula.

Adaptado de Raghu G et al. ?®

A Ultima classificacdo da ATS/ERS/JRS/ALAT divide as DPIs em quatro

subgrupos: causa conhecida (relacionadas a doenga de base, ocupacional, téxica),

granulomatosas, idiopaticas e subgrupo com doengas 6rfas (histiocitose de células de

Langerhans, linfangioleiomiomatose), (Figura 1).) Esta publicagdo classifica-as

segundo semelhangas clinicas, radioldgicas e patolégicas baseando-se na premissa

de que identificar a etiologia subjacente afeta decisdes de manejo e prognostico.®@?)

No entanto, essa classificacdo nao fornece informacdes para a predicdo de uma
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resposta potencial a qualquer tipo de tratamento ou sobre o tratamento especifico de
cada grupo. Também é descrito uma classificacdo que agrupa as DPI de acordo com
seu fenotipo nos seguintes padrbes: predominancia de alteragbes inflamatoria,
fibroticas ou mista.(?®) Essa divisdo se baseia no fato de as formas néo fibréticas terem

uma sobrevida melhor que as formas fibréticas. (26)

A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT) publicou em 2012
uma classificagdo para as DPI que incluiu outras categorias além das PII.®) Nessa
proposta, sao categorizadas as DPI associadas a exposicdo ambiental ou
ocupacional, DTC, doengas granulomatosas, assim como as apresentagdes mais
raras.® Foram excluidas deste documento a BR-DPI e a PID, por serem decorrentes
do tabagismo na maioria dos casos.®

Em relagdo a epidemiologia, os diagndésticos mais frequentes de DPI estéao
relacionados a DPI secundaria a DTC, FPI, pneumonite por hipersensibilidade fibrética
(PHf), sarcoidose, e doenga pulmonar fibrosante néo classificavel.('*) A prevaléncia
das DPI é variavel, pois ha levantamentos nos quais a FPI consta como a causa mais
comum entre as DPI idiopaticas enquanto que outros indicam sarcoidose e PHf como
as formas mais frequentes.?% 27 28) No Brasil, um estudo epidemiolégico multicéntrico
realizado em 2019, envolvendo 1015 pacientes, mostrou que a DPI-DTC como a
forma mais prevalente (21,7%) seguida de PHf (19%), FPI (9,6%) e FPF (8%).(2°
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2.1.1 a) Doencas pulmonares intersticiais secundarias as doencas do tecido

conjuntivo

As doencgas do tecido conjuntivo (DTC) constituem um grupo de doengas
inflamatdrias imunomediadas heterogéneas, que frequentemente acometem o trato
respiratorio, podendo ser acometido em qualquer um de seus compartimentos, como
0 parénquima pulmonar, as vias aéreas, a pleura, a circulagdo pulmonar e
musculatura respiratéria.®? E importante salientar que as alteragdes pulmonares
podem tanto preceder como quanto acompanhar ou suceder as demais manifestacoes
sistémicas.®" Além disso, as lesdes pulmonares na DTC podem decorrer da prépria
doenga, de infecgdes respiratérias ou ainda como reagdo ao tratamento instituido.
Muitas drogas modificadoras de doenga e biolégicos comumente usados para o
tratamento das DTC foram associadas as manifestagbes pulmonares intersticiais.(®?
O tratamento envolve o uso de imunossupressores associados ou ndo a
corticosteroides, exceto na esclerose sistémica em que o uso de corticosteroides

continuo ndo deve ser indicado.(14.33)

2.1.1 b) Pneumonite por hipersensibilidade

A PH engloba um grupo de doengas pulmonares causadas pela inalagao de
ampla gama de particulas antigénicas, usualmente de natureza orgénica.® As trés
categorias de particulas mais prevalentes que causam PH s&o microbiana, proteinas
animais e substéncias quimicas de baixo peso molecular.®**) Anteriormente, a PH era
definida de acordo com o tempo de duragao até a apresentagéo clinica em aguda,
subaguda e cronica.®* 3% No entanto, como essa classificagdo nado reflete o
comportamento clinico da doenga e o seu prognostico, a diretriz atual recomenda a
classificagdo da PH em PH fibrotica (PHf) e néo fibrética.®* Nos ultimos anos foram
publicados duas diretrizes, com algumas semelhancas, com o objetivo de uniformizar
o diagnostico da PH.3436) Os dois documentos enfatizam a importancia da discuss&o
multidisciplinar para a definicdo diagnostica. A primeira diretriz utiliza o padréo
tomografico inicial como ponte para o inicio da classificagdo (Figura 2). ¢4 Ja o

segundo manual parte da presenca ou auséncia de exposigao conhecida e considera
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o diagnéstico definitivo quando a exposi¢cdo ao antigeno é conhecida e ha o padréao
tomografico tipico de PH (Figura 3).3% Os critérios de Raghu et al. incluem o
diagnostico definitivo da PHf, a presenca de exposi¢do conhecida, achados tipicos
de PH na TCAR (presenga de distorcao arquitetural com espessamento septal,
bronquioloectasias com ou sem faveolamento, associado a um ou mais dentre os
seguintes: nédulos centrolobulares, atenuagdo em mosaico, opacidades em vidro
fosco, aprisionamento aéreo) e alteragbes histopatoldgicas compativeis.®4) Na
auséncia de dados histopatolégicos, o diagndstico podera ser de elevada, moderada
ou baixa confianca a depender da presenca ou ndo de linfocitose em lavado

broncoalveolar (LBA), conforme as figura 2 e 3.34)



28

ey [B 18 © nybey :ep opejdepy :sjuo4
-apepljiqisuasiadiy Jod ajuownaud :Hd ‘Jej0aA[BOOUOIq OpeAB| /g ‘0BSN|OSal BljE 8P SBH0D WO0D Xelo} ap epezuopeindwod esyeibowo] :yyd 1L

‘e160jojedo}siy @ J|09A|EOOUOI( OpBAR| OU SOpeyIe ‘0dlelBowo)

oeiped woo opliooe ap adjuesoiqi apepljiqisuasiadiy Jod ajiuownaud ap oonsoubeip ap eweiboxn|{ "z einbiy

5 edueyuod edueyuod

edueyuod edueyuod

i epesapo epesapom
eSueyuos exieg eSueyuos exteg s e
epesapopy epesapo




29

(9e) 1€ 10 ZBI9d ZOpuUBUIS :B)UO
“Jeulidiosipinw oessnosip :qQINQ ‘0ednjosal e)je ap epeziopeindwos eyeibowo] = YyD1 ‘epepljigisussiadiy ap ajuownaud=Hd
'B21304q1} OkU 3 B21304q1} Hd @p 0213soubelp eied owyioB|y "¢ einbi4

|anenoiduit Hd 12AgnoIduwi Hd




30

O afastamento da exposicdo é o principal tratamento da PH o que resulta em
aumento da sobrevida quando comparado aqueles que ndo se afastam.®”) Em relagdo
ao tratamento medicamentoso, ndo ha estudos randomizados, controlados por
placebo que avaliaram especificamente o tratamento para PH. Naqueles pacientes
que ndo melhoram com o afastamento e/ou que apresentam progressdo da doenga,
podem ser usados corticosteroides. Entretanto, a evidéncia de beneficio a longo
prazo ou de lentificagdo da progressdo da doencga ¢ fraca.(®*® Embora frequente na
pratica clinica, o uso de imunossupressores na PH carece de evidéncia robusta que
suporte a sua recomendacdo rotineira para o tratamento desses pacientes. (38
Azatioprina e micofenolato de mofetila tém sido usados nos pacientes com doenca
progressiva, embasados em estudos retrospectivos que mostraram estabilizagéo e/ou
melhora da fungéo pulmonar.(®®-#4") N&o ha evidéncia de superioridade do micofenolato
em comparagao a azatioprina.®%-4") A PH tem curso clinico heterogéneo e imprevisivel,
podendo ocorrer a progressdo da doenga mesmo nhaqueles em manutengdo com
corticosteroides e que se afastaram definitivamente da exposi¢do.(®*® Em 2019, foi
publicado um estudo randomizado e controlado por placebo, em que se utilizou
nintendanibe em pacientes com doencga pulmonar intersticial progressiva e que
mostrou retardo da progressdo da doenga no grupo tratamento.“? Neste estudo foram
incluidos pacientes com diagnostico de PH fibrosante progressiva, justificando a
indicacdo do uso de nintedanibe em pacientes com PHf e perfil de fibrose pulmonar

progressiva. 42)

2.1.1 c) Fibrose pulmonar idiopatica

A FPI é a principal representante do grupo das PIl e se caracteriza por ser uma
doenga fibrosante, crénica e progressiva, restrita aos pulmdes, que acomete
preferencialmente homens acima dos 50 anos de idade, aumentando a incidéncia em
paralelo com o aumento da idade e com histéria de tabagismo atual ou pregresso.*
43) O diagndstico de FPI é firmado na presenga padrio de PIU/PIU provavel na TCAR,
associado a exclusao de outras causas de fibrose pulmonar, ou na presencga de outros
padrées na TCAR mas com histopatologia sugestiva.* 25 A presencga de padrédo PIU

provavel em paciente com exposigao conhecida em que o achado histopatolégico néo
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se correlacionar com FPl a definigdo do diagndstico deve-se dar em discusséo
multidisciplinar.(44: 4

Dessa forma, o diagnéstico e FPI baseia-se nos seguintes critérios:

e Presenca de padrao PIU definido em TCAR, exclusao de outras doencas
intersticiais e auséncia de exposi¢des inalatérias de acordo com
questionario especifico (APENDICE 01), ou;

e Histopatologia pulmonar confirmando FPI.

Sem tratamento, a mediana de sobrevida da FPI gira em torno de dois a trés
anos.“® O uso dos antifibréticos (pirfenidona e nintedanibe) esta indicado para
tratamento da FPI.(46:47) Os estudos mostram que essas medicagbes reduzem a taxa
de declinio da capacidade vital forcada (CVF), o que ocorreu em aproximadamente
50% dos pacientes no periodo de 52 semanas de seguimento.#6-4®) Estudos mais
recentes e de vida real sugerem ainda que, além do impacto favoravel dos
antifibréticos na fungao pulmonar, esses medicamentos aumentam a sobrevida livre
de progressao, reduzem a ocorréncia e o tempo até a ocorréncia de exacerbagdes e
reduzem a mortalidade pela doencga.(“®-%") Além disso, o perfil de seguranga e de

eficacia foram mantidos a longo prazo. (%2 %3)

2.1.1 d) Fibrose pulmonar progressiva

Apesar da FPI ser a DPI com maior perfil de doenga rapidamente progressiva,
todas os subtipos de DPI podem se comportar desta forma. 19 Estima-se que até
40% das DPI ndo FPI podem desenvolver o fenétipo de fibrose pulmonar progressiva
(FPP). 2.54)

Atualmente, a FPP é definida como a DPI que apresenta pelo menos dois
dentre os critérios apresentados na tabela 2 no periodo de 12 meses de seguimento.®)
Pacientes que preenchem esses critérios, independente de serem formas familiares
ou nao, tém indicacao do uso do antifibrético nintedanibe a fim de reduzir a taxa de
progressdo da doenga.* 42)

O fendtipo dominante de apresentagao da FPF é a FPP, geralmente associada
a prognostico reservado, independente da etiologia da DPL.("® Um estudo com 79
participantes com a forma familiar de FPI mostrou uma queda mais rapida de fungao

pulmonar nesse grupo quando comparado com o grupo de formas esporadicas de
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FPL®% Qutro estudo com 115 participantes com DPI e alteragdo nos genes
responsaveis pela manutencao dos teldmeros estimou uma queda média da CVF de
300 ml em 12 meses.® A sobrevida da FPF desde o diagndstico é reduzida, com

estimativa entre 2,4 e 7,3 anos. (8. 56.57)

Tabela 2. Definigao de fibrose pulmonar progressiva (FPP)

Em paciente com DPI de etiologia conhecida ou n&o, a FPP é definida como a
presenca de pelo menos dois dos critérios abaixo, no periodo de 12 meses de
seguimento:
1. Piora dos sintomas respiratérios
2. Evidéncia de progressdao de doenga na fungdo pulmonar: a) queda de
CVF>=5% do previsto em 12 meses; e/ou b) queda de DCO>=10% do
previsto em 12 meses
3. Evidéncia de progressdao de doenga (um ou mais) nas imagens
tomograficas: a) aumento da extensao de bronquiectasias de tragao; b)
novas opacidades em vidro fosco em concomitancia com bronquiectasias
de tracao; c) reticulado novo; d) aumento na extensao de reticulacao; e)
faveolamento novo ou em piora; f) aumento de perda de volume
pulmonar.
Adaptado de Raghu G et al.®

2.2 Apresentacgao clinica

Os sinais e sintomas das DPI sdo inespecificos e envolvem dispneia aos
esforgos, tosse crénica, baqueteamento digital e ausculta pulmonar com crepitagdes
com som de velcro.(" Por conta disso, o diagnostico pode levar meses até que seja
realizado.(' Em relacdo as DTC, o comprometimento pulmonar pode preceder as
manifestagcdes sistémicas, o que justifica a investigacao clinica e laboratorial deste
grupo de doengas na propedéutica de pacientes com opacidades intersticiais
pulmonares.®® Na anamnese, é importante investigar a presenga de exposi¢des a
antigenos inalatérios como mofo, aves, além de exposi¢cdes ocupacionais como
asbesto, berilio, metais, poeiras, que podem ser responsaveis pelo surgimento de

fiborose pulmonar.®® Ja é descrito que a presenca de exposi¢cdo a mofo, passaros,
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aluminio (fundigdo) e chumbo associa-se com a presenca de anormalidades
pulmonares intersticiais (AP1).(59)

O desenvolvimento da TCAR propiciou uma melhor caracterizagao radiolégica
das alteragdes intersticiais, contribuindo para a redugao do tempo para diagndstico de
fibrose pulmonar.('®) Os achados incluem destruicdo da arquitetura pulmonar, areas
de opacidades reticulares, reducdo do volume pulmonar, bronquiectasias,
faveolamento e outros achados especificos de cada padrdo de TCAR.("*) Em 2018, as
diretrizes da ATS/ERS/JRS/ALAT recomendaram a classificagdo das DPI segundo

quatro padrdes, que é a classificagdo adotada atualmente (Tabela 1).(2%

2.3 A investigacao genética e molecular nas doengas pulmonares

intersticiais

A predisposigao genética para fibrose pulmonar foi confirmada pela descoberta
de diversas variantes que se associam doenca pulmonar fibrosante.('® O estudo
genético na FPF tem sido construido no desenvolvimento e validagdo de diretrizes
baseadas em evidéncias para o rastreio genético de formas familiares FPIl, em um
contexto significativo de investigacado (Figura 4). Assim, a FPI tem sido classificada
com base em caracteristicas moleculares permitindo a implementagéo de abordagens
de medicina de precisao. Sugere-se que predisposi¢cao genética para fibrose pulmonar
aumenta em 10 vezes o risco em familiares de pacientes com FPI.(7-6%) Estudos iniciais
mostraram a associagao de genes responsaveis pela homeostasia dos teldbmeros e
de surfactante, variantes raras e comuns a FPI (Figura 4).6" No entanto, a presenca
dessas mesmas alteragdes ja foi encontrada em outras etiologias de DPI como PHf,
PINE e DPI associada a artrite reumatoide.(® % 62-64) A presencga de variantes comuns
como o polimorfismo do MUC5B também ja foi descrita em varias etiologias de DPI
(em formas esporadicas e familiares) como DPI associada a artrite reumatoide, PHf,

asbestose, e DPI com apresentagao de fibrose pulmonar progressiva. (62 63, 65, 66)
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= Desconhecido (53%)

= Proteina da enzima telomerase (TERT)
(15%)

= Genes responsaveis pela homeostasia dos
teldmeros (15%)

Sindromes associadas aos TRG de causa
desconhecida (15%)

= Genes responsaveis pela homeostasia do
surfactante (~2%)

= Variantes comuns (12.4%)

Figura 4. Contribuicao de variantes raras e comuns para o risco de FPI.
TRG: telomere related genes.
Fonte: Adaptado de Alonso Gonzalez A et al. 6"

Outra ferramenta molecular recentemente descrita € o classificador genédmico
Envisia.(®”-%%) Esse modelo propde uma forma algoritmo de aprendizado de maquina
através da identificagdo de dados de sequenciamento de RNA em tecidos extraidos
de bidpsias transbronquicas de pacientes em investigagéo para FPI.67-6% O objetivo é
identificar a presenca do padrao PIU e confirmar FPI através de uma ferramenta
molecular, evitando-se a necessidade de bidpsia cirlirgica para o diagndstico.7-69) Um
estudo prospectivo testou a hipotese de que a inclusdo de um resultado positivo para
PIU do Envisia aumentaria os diagnosticos de FPI, o grau de confianga no diagndstico
e a recomendacgio de terapia antifibrotica.(’® Esse estudo incluiu pacientes que
apresentavam uma TCAR sem um padrao tipico de PIU, um resultado positivo para
PIU do Envisia e um diagnéstico final de FPI por discussdo em equipe multidisciplinar
(DMD).("9 Cada caso foi apresentado em trés formatos diferentes: uma coorte pré-pds
DMD, onde cada caso € apresentado inicialmente sem e depois com Envisia, e duas
coortes independentes, em que cada caso € apresentado sem e com Envisia,
respectivamente.(’® Esse estudo confirmou que o nimero de diagnodsticos de FPI
aumentou cerca de 39% apdés o Envisia, com nivel de confianga superior 90% tanto
na coorte pré-pos quanto nas coortes independente.’® Da mesma forma, o uso de
antifibréticos no tratamento aumentou de cerca de 36% para 46,4% na coorte pré-pos

e em 11% na coorte independente.(’® Apesar de contribuir para um diagnéstico mais
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precoce da FPI, o uso do Envisia ndo resultou em aumento do tempo de livre de

progressao da doenga ou no foi capaz de evitar declinio longitudinal da CVF.("")

2.4 Fibrose pulmonar familiar

Nas décadas de 1950 e de 1960, foram publicadas as primeiras séries de casos
de DPI em pacientes de um mesmo grupo familiar, sugerindo a possibilidade de
alteragcdes genéticas como um dos fatores de risco associados com o
desenvolvimento de doenca pulmonar fibrosante.®> 6 Apesar de terem havido
publicacdes posteriores, acreditava-se que as formas familiares de DPI fossem raras,
0 que levou ao uso da expressao “fibrose pulmonar familiar” nas formas familiares de
FPI ou em associagédo com doencas neoplasicas.(275 Entretanto, em 2005, Steele et
al., sugeriram a utilizacdo da expressao “pneumonia intersticial familiar” e ao
demonstrarem uma maior prevaléncia da FPF e também a sua heterogeneidade de
apresentacgao, estimularam o interesse da pesquisa sobre a fisiopatologia da FPF.(")

Recentemente, sugeriu-se a adogdo do termo “fibrose pulmonar familiar”
(FPF).("3 A FPF, portanto, é definida como a presenca de DPI, de qualquer etiologia,
em dois ou mais familiares — de primeiro e segundo grau de parentesco - de uma
mesma familia.(”- 13)

O quadro clinico da FPF é o mesmo das formas esporadicas de DPI
caracterizando-se por dispneia progressiva, tosse cronica, crepitagoes
teleinspiratdrias e baquetamento digital.('3)

Nos ultimos dez anos, novos estudos trouxeram mais informacdes sobre as
caracteristicas fenotipicas da FPF, confirmando a diversidade das suas formas de
apresentacao. Apesar da FPI ser o diagndstico mais frequentemente relatado, outras
formas de DPI tém sido identificadas. Newton et al, avaliando 115 participantes,
confirmaram o diagnostico em 77 deles.® Neste estudo, os diagnosticos finais foram:
FPI (45,5%), doenga pulmonar intersticial ndo classificavel em 19,5% (DPI-NC), PHf
(11,7%), fibroelastose pulmonar (10.4%), pneumonia intersticial com achados
autoimunes (PIAI; 6,5%), PINE (2,6 %), DPI-DTC; (2,6%) e PID (1,3%).®) Em outro
estudo mais recente, com 1262 participantes, os achados foram semelhantes, com
maior frequéncia de diagnostico de FPI (58%), seguido por DPI-DTC (32%), PHf(27%)
e DPI-NC (41%).(Y) Bennet et al confirmaram a heterogeneidade das apresentagdes

tomograficas na FPF: em seu estudo retrospectivo com 46 individuos, foram
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encontrados padrdes de TCAR que variavam desde do padréao de PIU - presente em
54,3% da amostra - até padrao inconsistente com PIU (23,9% da amostra).®®) Outro
estudo mostrou que diferentes padrdes histopatolégicos de DPI podem aparecer na
FPF.(76)

Deve-se ressaltar que a historia familiar positiva para DPI € um fator de risco
para o desenvolvimento de FPI, impactando inclusive na sobrevida: a histéria familiar
de DPI é um preditor de menor sobrevida pds transplante pulmonar em pacientes com
FPL.(. 1) Além disso, pacientes com FPF de fenétipo ndo FPI, podem apresentar um
curso clinico de doenga rapidamente progressiva.(!’ A FPF é usualmente progressiva
e frequentemente associada com pior prognéstico, independente da etiologia,
sugerindo que a intervengao nesses casos deve ser a mais precoce possivel e que o

rastreio de familiares ainda ndo afetados deva ser considerado.(3)

2.4.1 Epidemiologia da fibrose pulmonar familiar

A epidemiologia da FPF ainda ndo estd bem esclarecida. Acreditava-se
inicialmente que a FPF era rara, com estimativa, no inicio dos anos 2000, de apenas
2-5% dos casos de DPI fossem familiares.” 78 Estudos atuais sugerem que
aproximadamente 20% dos casos de DPI tém comportamento familiar.("!: 79 80) No
entanto, esses estudos trouxeram informagdes de uma unica populagdo. Um estudo
brasileiro, multicéntrico e transversal, que estimou a prevaléncia das DPI no pais, 5,8
% dos casos eram de FPF.?°) O REFIPI foi um estudo multicéntrico que avaliou as
caracteristicas clinicas, funcionais e tomograficas de pacientes latino-americanos com
FPI que mostrou que 8,4% dos pacientes tinham historia familiar positiva, sugerindo
que aproximadamente 1 em cada 10 pacientes com FPI tenham FPF.&")

Um fator dificultador do conhecimento epidemiolégico da FPF é o fato de que
muitas vezes os familiares acometidos nado terdo o diagnostico de DPI de forma
sincronica. Nao é infrequente que o segundo familiar acometido receba o diagnostico
de DPI anos depois do primeiro caso na familia. Kropski et al relataram que
aproximadamente 10% dos pacientes que estdo em seguimento por FPI, por exemplo,
irdo identificar outro familiar com acometimento de fibrose pulmonar de alguma

etiologia ao longo do seguimento.(®?)
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Apesar de ja ser descrito que até um sexto dos familiares de primeiro grau de
pacientes com fibrose pulmonar irdo evoluir com DPI n&do diagnosticada e API, a FPF

ainda é subdiagnosticada.(®?)

2.4.2 Genética na fibrose pulmonar familiar

Com auxilio das técnicas de sequenciamento genético, candidate-gene base e
outras, mais de dez genes responsaveis pela FPF foram reconhecidos.('?) Estes
resultados sugerem que a FPF tenha um padrdo de transmiss&o autossGmica
dominante, com penetrancia incompleta.(”

Estudos iniciais mostraram alteragdes genéticas associadas a homeostase dos
teldbmeros (telomere related genes - TRG) e a homeostase do surfactante (surfactant
related genes - SRG), além de outras variantes raras com frequéncia alélica inferior a
<0.001 na populagéo.t'?> '3 Variantes comuns (definidas como como aquelas cuja
menor frequéncia alélica é superior a 5% na populagdo) como o polimorfismo do
MUC5B também ja foram associadas a FPF.(84 8% Segundo Borie et al, as variantes
raras teriam um efeito determinante no desenvolvimento de fibrose pulmonar maior
que as variantes mais comuns, pois as variantes comuns demandariam mais
influéncia dos fatores ambientais, conforme o autor ilustrou na figura abaixo (Figura
2).(86)
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Figura 5. Efeito das variantes genéticas no desenvolvimento

da fibrose pulmonar familiar.
Fonte: Adaptado de Borie R et al. (8

Apesar de ja serem conhecidas associagao de variantes genéticas com FPF, a
recomendagao para rastreio genético ainda se baseia em opinido de especialistas.
Atualmente, recomenda-se sequenciamento genético em com doenga monogénica ja
conhecida.("® QOutros autores sugerem a investigagdo de comprimento telomérico e
sequenciamento genético em pacientes com formas familiares de FPI com menos de
50 anos e presenca de sintomas sistémicos de telomeropatias.(®!87) No entanto, em
outros fendtipos de fibrose pulmonar na FPF, ndo sédo descritas recomendacgdes de

rastreio genético.
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2.4.2 a) Genes associados a homeostase dos teldmeros

As alteragbes nos genes relacionados a homeostasia dos telémeros sdo as
variantes genéticas mais frequentemente encontradas na FPF, presente em
aproximadamente 20 % dos casos.(13)

Os telébmeros sédo sequéncias repetitivas de DNA localizadas no final dos
cromossomos®® e o seu encurtamento a cada divis&o celular leva ao envelhecimento
da célula.® '3 Quando muito curtos, os telémeros sinalizam parada de proliferagédo
celular, senescéncia e apoptose.®) A telomerase é uma enzima de transcriptase
reversa, produzida por células germinativas e algumas células somaticas, que
mantém a sequéncia de DNA ao final do cromossomo, atrasando o encurtamento
telomérico.® 88) A unidade catalitica da telomerase contém duas cdpias da proteina
da telomerase (TERT) e do RNA componente da enzima (TERC), discinerina (DKC1)
e outras proteinas (TIN2, RETL1) que estabilizam o complexo.®® Variantes genéticas
no TERT, TERC e nas outras proteinas do complexo da enzima telomerase (DKC1,
TIN2, RETL1) levam ao encurtamento precoce do comprimento telomérico, e estao
associadas com o surgimento de FPF.(%. 86.88)

A forma pela qual as variantes dos genes relacionados a manutengao dos
telébmeros trazem dano ao tecido pulmonar € ainda incerta, mas acredita-se que as
alteracées dos teldbmeros comprometam a reparagédo do epitélio pulmonar.(’9 A
alteragédo no TERT resulta em redugido média da sobrevida de trés anos.(®)

Durante a investigacao de pacientes com DPI deve-se rastrear casos familiares
FPF, e manifestagcdes clinicas e laboratoriais de TRG como anormalidades
hematoldgicas (macrocitose, neutropenia, linfopenia, trombocitopenia, mielodisplasia,
leucemia aguda), disfungcdes hepaticas (enzimas hepaticas elevadas, cirrose
criptogénica, hipertensdo portal, sindrome hepatopulmonar, cirrose hepatica),
canescéncia precoce do cabelo, disceratose congénita (unhas distréficas, alteragao

de pigmentagao da pele e fibrose pulmonar), sdo sugestivas de telomeropatias,.('3)

2.4.2 b) Genes associados a homeostase do surfactante

As variantes genéticas relacionadas ao surfactante sao raras e tém frequéncia

inferior a 5%.(13. 89)
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O surfactante é composto por proteinas e lipideos e € sintetizado e secretado
pelos pneumdcitos tipo 11.89) O surfactante associado a proteina A (SP-A) e o
surfactante associado a proteina D (SP-D) sao importantes para a defesa pulmonar,
enquanto o surfactante associado a proteina B (SP-B) e o surfactante associado a
proteina C (SP-C) estdo associados a fungdo do surfactante.('¥ Os genes
correspondentes sdo, respectivamente, SFTPA, SFTPD, SFTPB e, SFTPC.® Outros
genes relacionados as proteinas do surfactante e que também ja foram associados a
FPF incluem SFTPA2 e ABCA3.(86)

2.4.2 c) Variantes genéticas comuns

A MUCSB é uma mucina produzida pelas glandulas da submucosa que n&o se
encontra no epitélio alveolar.®® A MUC5B tem forte express&o nas células dos cistos
de favelamento da fibrose pulmonar.(®

O polimorfismo rs35705950 localiza-se no locci do cromossomo 11
(chr11p15.5) que contém os genes MUCSB e TOLLIP. Esses genes associam-se com
o desenvolvimento tanto da FPF quanto da FPI.8% 9 Apesar dessa associagdo, a
maioria dos portadores deste alelo ndo desenvolvera a doenca.® Além disso e
paradoxalmente, a presenca do polimorfismo do MUC5B parece ser um fator protetor
nos pacientes com FPl esporadica, pois associa-se com melhor sobrevida e
progressdo mais lenta em comparagdo com pacientes que ndo possuem a variante.®?

Como as variantes genéticas comuns seguem padrdes de heranga complexos,
em vez de mendelianos, o rastreamento de variantes genéticas comuns nao esta

indicado nos casos de pacientes com FPF.(12.13)
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3. JUSTIFICATIVA

A literatura disponivel confirma a heterogeneidade da FPF, mostrando que
diversas etiologias podem ter apresentacao familiar e que individuos de uma mesma
familia podem apresentar diferentes fenotipos de DPI entre eles. Os estudos que
descreveram os achados clinicos, funcionais, tomograficos e histopatolégicos da FPF
contribuiram para trazer informacdes importantes sobre o seu curso clinico e suas
formas de apresentagdes. No entanto, ainda sdo poucos os dados sobre a interagao
gene-a-gene no surgimento da FPF e o comportamento da sobrevida da FPF.

A informacéao de que as formas familiares de DPI podem ter progndstico ainda
mais reservado do que as formas esporadicas impulsionou a busca por informacdes
fisiopatoldgicas que pudessem identificar mais precocemente a FPF. A investigacao
da genética tem se mostrado uma ferramenta promissora, podendo identificar
variantes patogénicas que funcionariam como biomarcadores tanto para identificagéo
de doenga mais progressiva, o que permitiria intervengcbdes terapéuticas mais
precoces, ou o desenvolvimento de terapias-alvo no futuro. Adicionalmente, a
genética poderia ser util na identificacdo e aconselhamento de familiares em risco
potencial para desenvolvimento de fibrose pulmonar. Varias alteragbes genéticas,
especialmente associadas com genes da manutengao dos teldmeros e produgao de
surfactante estdo associadas com FPF. Além disso, variantes genéticas comuns como
polimorfismo rs35705950 MUC5B e TOLLIP também foram descritas nos pacientes
com FPF. No entanto, sdo escassas as informacdes sobre os riscos de desenvolver
FPF na presenca da interagao entre genes. Além disso, a maneira como esses genes
podem influenciar a sobrevida da FPF também é pouco conhecida.

Em relagao a sobrevida, estudos retrospectivos nao identificaram diferenga de
sobrevida entre FPF e formas esporadicas de DPI, apesar de ser relatado que a
presenca de historia familiar de fibrose pulmonar implica em pior prognostico.(! 57, 92)
Esses dados sugerem que a FPF, independente da etiologia da DPI, pode ter uma
forma de apresentagcdo progressiva e com sobrevida reduzida. Apesar desses
achados em relacéo a sobrevida trazerem informagdes importantes poucos estudos
compararam a sobrevida entre os fenétipos da FPF.

Portanto, a identificagdo de gendtipos associados ao desenvolvimento de DPI
e, particularmente das formas de FPF, permitira avangos na compreensdo dos

mecanismos envolvidos na génese desse grupo de doengas, 0 que servira de base
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para o aperfeicoamento do seu diagndstico e terapéutica. A identificagdo das variantes
genéticas podera auxiliar na identificacdo de grupos que se beneficiariam,

adicionalmente, de rastreio genético.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo primario

- Investigar a interacédo gene-a-gene e do comprimento dos telomeros com
variantes patogénicas raras e comuns em uma coorte de pacientes

brasileiros.

4.2 Objetivos secundarios

- Verificar a taxa de sobrevida dos pacientes com FPF;

- Identificar fatores clinicos associados com a sobrevida de pacientes com
FPF;

- Identificar variantes genéticas que possam estar relacionados a sobrevida

reduzida de pacientes com FPF.



44

5. METODOLOGIA

5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, retrospectivo, envolvendo pacientes com
diagnodstico de FPF de acordo com as recomendagdes da ERS: dois ou mais pacientes
de uma mesma familia — com primeiro ou segundo grau de parentesco - com
diagnostico de DPI de qualquer etiologia.('® A presenca de FPF foi confirmada
quando: a) todos os familiares tinham seguimento clinico na mesma instituicdo; b) no
caso de seguimentos em locais diferentes ou 6bito de outro familiar com DPI, buscou-
se documentagdo médica confirmatdria da DPI do familiar acometido, tais como
laudos de tomografias de torax, relatérios médicos, sumarios de alta ou declaragao de
obito). Como a apresentagcdo de parentes com FPF pode n&o ser sincrona, o
diagnostico de FPF foi firmado assim que os pacientes informaram na avaliagao a
presenca de outro familiar com fibrose pulmonar.

Foram incluidos pacientes em seguimento em centros de referéncia para
tratamento de DPI ([Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC UFMG), Hospital das Clinicas da Universidade de Sado Paulo em Ribeirdo Preto
(HC USPRP), Clinica Privada (CACP) e Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP)]) no periodo compreendido entre janeiro de 2007 e julho de 2022 (Figura
3) conforme formulario do estudo (ANEXO 01).

Para a realizagédo da analise genética, foram incluidos os participantes casos-
indices (definido como primeiro paciente a receber o diagndstico de DPI) em
seguimento no HC UFMG (n=47) e HC USPRP (n=35) (Figura 3). Para realizagdo da
analise de sobrevida, foram incluidos todos os participantes com diagndstico de FPF
em seguimento no HC UFMG, UNIFESP e na CACP (Figura 3).

Genética Sobrevida

HC USPRP UNIFESP

CACP

Figura 06: Delineamento do estudo.
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5.2 Critérios de inclusao e exclusao

5.2.1 Critérios de inclusao

- Ildade superior a 18 anos;

- Diagndstico de FPI ou PHf;

- Presenca de dois ou mais familiares de primeiro e/ou segundo grau de
parentesco com DPI;

- Para analise genética: 57 pacientes em seguimento no HC UFMG e 35 em
seguimento HC USPRP tiveram amostra de sangue coletada para analise
genética; dentre esses, 82 (89.1%) foram incluidos nas analises do artigo 1.

- Todos os centros estarem aptos a realizarem DMD rotineiramente.

5.2.2 Critérios de exclusao

- Pacientes com familiares com outras doengas respiratorias que nao DPI
(asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica, bronquiectasias nao fibrose cistica,
silicose, neoplasia);

- Pacientes que n&o conseguiram realizar as manobras para os testes de
funcao pulmonar;

- Pacientes com imagens tomograficas de qualidade insuficiente para a
interpretacao;

- ApOs revisdo dos exames e discussao multidisciplinar, pacientes com outros

diagndsticos que nao FPI e PHf foram excluidos.

5.3 Variaveis clinicas, funcionais, tomograficas e histopatoldgicas

5.3.1 Variaveis descritivas

Foram coletadas as variaveis idade a época do diagnéstico, o grau de dispneia
segundo a escala Medical Research Council modificada (MMRC)®? e saturagédo

periférica de oxigénio (SpO2) em ar ambiente obtidos na primeira consulta; historia de

exposicdo ao tabagismo, a antigenos inalatérios organicos e a antigenos
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reconhecidamente associados a pneumoconioses; data do diagnostico; data da ultima
consulta ou de Obito; tratamento realizado (nintedanibe, pirfenidona,
imunossupressores, corticosteroide oral).

As variaveis foram coletadas dos prontuarios através de um formulario

especifico de avaliagdo sistematica de pacientes com DPI (ANEXO 1).

5.3.2 Testes de fungao pulmonar

Para a realizacdo da espirometria foi utilizado o espirdbmetro da marca Koko
(Pulmonary Data Service, Inc Company, Louisville, CO, USA). Os critérios de
aceitacdo e reprodutibilidade para os testes de fungdo pulmonar foram aqueles
recomendados pela ATS/ERS.(®4%) Qs valores encontrados foram descritos como
valores absolutos e porcentagem em relagao aos valores previstos para a populagao
brasileira.(®”- %8) As variaveis analisadas foram capacidade vital forcada (CVF), volume
expiratério forgado do primeiro segundo (VEF1) e relacao VEF1/CVF. A espirometria
foi realizada na data do diagndstico e semestralmente apds esta.

Para a medida difusdo de monéxido de carbono (DCO), o método da respiragao
Unica foi utilizado.®® Os resultados seguiram os valores preconizados por Guimaraes

et al.(100)

5.3.3 Tomografia de térax em alta resolugao (TCAR)

As imagens tomograficas foram analisadas pela equipe de pneumologia dos
referentes ambulatorios e por radiologista especialista em avaliagdo de imagens de
térax e classificadas de acordo com os padrbes encontrados, inicialmente, em uma
de quatro categorias, segundo recomendacgdes da ATS/ERS/JRS/ALAT 2018: padrao
definido de pneumonia intersticial usual (PIU); padrdo provavel de PIU; padréao
indeterminado para PIU; e achados tomograficos mais consistentes com diagndsticos

alternativos (Tabela 1).%
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5.3.4 Histopatologia

As bidpsias pulmonares foram avaliadas por um patologista especializado em
patologia de pulmao e classificadas de acordo com os padrées histoldégicos dos
manuais atuais:

e Para pacientes com diagndstico de FPI pela histopatologia foi utilizada
a classificagcdo de ATS/ERS/JRS/ALAT 2018 PIU definitiva, Provavel
PIU, indeterminado e diagndsticos alternativos;@%)

e Para pacientes com diagndstico de PHf confirmada pela analise
patologica considerou-se a classificagdo ATS/JRS/ALAT 2020.634)

5.4 Identificagao da etiologia da doenga pulmonar intersticial

O diagnostico etiologico das DPls foi realizado de acordo com as
recomendacoes das diretrizes atuais.
O diagnéstico de FPI foi firmado na presenca de: a) TCAR com padrao PIU ou
PIU provavel em associag&o a excluséo de outros diagndsticos de DPI; ou b) histologia
sugestiva de FPI.(4+ 25
Para a definigdo de caso de PHf foram utilizados os seguintes critérios: (4 36)-
e melhora clinica e tomografica apds interrupgdo da exposi¢cao ao

antigeno identificado, ou;

e presenca exposi¢cdo associado a de tomografia de térax com achados
tipicos e presenca de linfocitose (definida como presencga de linfocitos >

20%) em amostra de lavado broncoalveolar;

e na auséncia de exposicao identificada, o diagnéstico de PHf foi

considerado apenas por confirmagao histopatolégica.

5.5 Variaveis genéticas realizadas

5.5.1 Analise genética

Apenas os participantes em seguimento no ambulatério de DPI do HC-UFMG
e do HC USPRP foram submetidos a coleta de amostra de sangue para pesquisa de

variantes genéticas raras e comuns e para comprimento telomérico, compreendendo,
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ao todo, 57 pacientes do HC UFMG e 35 do HC USPRP. Entretanto, apenas os casos-
indices (definidos como primeiro paciente a receber o diagndstico de DPI) foram
inicialmente incluidos para que fosse possivel confirmar a associagao de causa-efeito
da presencga de variantes genéticas e suas interagdes com o desenvolvimento de FPF.
Dessa forma, foram incluidos na analise 47 casos-indices em seguimento no HC
UFMG e os 35 do HC USPRP. A avaliagao dos 10 participantes restantes (familiares
nao-indices) permitiu a identificacdo de variantes que segregavam no fendtipo da
doenca.

As amostras de sangue foram coletadas através de pungéo venosa periférica
em quatro tubos 4 mL contendo anticoagulante EDTA K2. As amostras foram
coletadas e encaminhadas, dentro de 24h, ao laboratoério da Divisdo de Hematologia
do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da USPRP onde foram
processadas em até 48h apos o recebimento, com extragdo de DNA e submetidas as
analises.

Foram analisados os comprimentos médios dos fragmentos de restricao
teloméricos (TRF) pelo método de Southern blot. Foi empregado o sequenciamento
de nova geracado (Next Generation Sequencing - NGS) para o estudo de genes
associados a FPF ja descritos na literatura (Tabela 3) e para investigagado de outras
variantes raras de forma exploratdria. As variantes genéticas encontradas pelo
sequenciamento NGS foram avaliadas pelo método de sequenciamento de

Sanger.(101)
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Tabela 3. Painel customizado de sequéncia incluindo éxons de 154 genes (SRG,

TRG, biologia dos ribossomos, reparagcao de DNA, hematopoiese, resposta

imune) e regides intrénicas/regulatéorias dos polimorfismos comuns da FPF
(TERT, TOLLIP e MUC5B).

ABCA3 Cux1

ABL1 DCLRE1B
ASXL1 DDX11
ATM DDX41
ATRX DHX36
BCOR DIDO1
BCORL1 DKC1
BLM DNMT3A
BRAF ELANE
BRCA2 ETV6
BRIP1 EZH1
CALR EZH2
CBL FANCA
CBLB FANCB
CBLC FANCC
CCT2 FANCD2
CCT3 FANCE
CCT4 FANCF
CCT5 FANCG
CCT6A FANCI
CCT7 FANCL
CCT8 FANCM

CDAN1 FBXwW7
CDKNZ2A FLT3
CEBPA G6PC3
CSF3R GATA1

crct

GATAZ2

GFI1
GNAS
GRHL2
HAX1
HRAS
IDH1
IDH2
IKZF1
IRF1
JAK1
JAK2
JAK3
KDM6A
KIT
KMTZ2A
KRAS
LIG4
MPL
MRE11A
MUCSB
MycC
MYD88
NAF1
NBN
NHP2
NOP10
NOTCH1

NPM1
NRAS
OBFC1
PALB2
PARN
PCNA
PDGFRA
PEG3
PHF6
PIF1
PIGA
PML
POT1
PRF1
PTEN
PTGES3
PTPN11
RAD21
RAD51C
RPL11
RPL15
RPL35A
RPL5
RPS10
RPS17
RPS19
RPS24

RPS26
RPS7
RTEL1
RUNX1
RUVBL1
RUVBL2
SAMDIL
SBDS
SETBP1
SF3B1
SFTPA1
SFTPA2
SFTPB
SFTPC
SH2B3
SHQ1
SLX4
SMC1A
SMC3
SRP72
SRSF2
STAG2
STAT3
TCP1
TEN1
TERC
TERF1

TERF2

TERF2IP

TERT gene

TERT promoter
TERT rs2736100
TET2

TGS1

THPO

TINF2

TOLLIP rs111521887
TOLLIP rs5743890
TOLLIP rs5743894
TP53

TPP1

U2AF1

U2AF2

USB1

WAS

WRAP53

WRN

WwT1

ZBTB48

ZRSR2

Conforme recomendacdo do American College of Medical Genetics and

Genomics and the Association for Molecular Pathology as variantes genéticas

encontradas foram classificadas em(192):

Patogénicas;

Provavelmente patogénicas;

Variante de significado incerto (VUS: variants of uncertain significance);

Provavelmente benignas e;

Benignas.
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Além disso, as variantes genéticas foram classificadas de acordo com sua frequéncia
alélica na populagéo sendo('03):
e Variantes raras: polimorfismos de sequéncia de nucleotideos (SNPs: single
nucleotide polymorphisms) com frequéncia alélica (FA) <=1%;
e Variantes pouco frequentes: SNPs com <1%FA <5%;

e Variantes comuns: SNPs com FA >5%.

5.5.1 a) Avaliacio do comprimento telomérico

O comprimento médio do TRF foi calculado por meio da comparacéo da
localizagao dos fragmentos de restricdo na membrana com a localizagdo padréo de
peso molecular aplicado juntamente com as amostras no gel de agarose. A medida
quantitativa do tamanho dos fragmentos de DNA foi realizada por meio da detecgéo
do sinal quimioluminescente pelo fotodocumentador ImageQuant (GE healthcare life
science). ApoOs esses procedimentos, calculou-se a média do TRF. Esta média foi

apresentada em kb e calculada através da formula abaixo:

TRF = X (ODi)/ X (ODil/Li)
onde i = posi¢cao na membrana; ODi = sinal quimioluminescente; Li = tamanho do TRF

na posicao da membrana.

Apés esse calculo, os comprimentos teloméricos foram comparados com
valores previamente derivados pelo Laboratorio de Hematologia da Faculdade de
Medicina da USPRP de acordo com a distribuicdo esperada para a idade.(104
Assumindo uma distribuicdo normal, os comprimentos teloméricos foram
determinados em curvas correspondentes aos percentis 1% (P1), 10% (P10), 90%
(P90) e 99% (P99). Comprimentos de telébmeros inferiores ou iguais ao P20 foram
classificados como curtos.®8 105 106) \/glores inferiores ou iguais a P1 foram
classificados como muito curtos.® 105 106) Todos os outros valores foram

considerados como normais.

5.5.1 b) Sequenciamento genético
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O DNA gendmico total foi extraido das células mononucleares da amostra de

sangue utilizando o DNeasy Blood and Tissue Kit (Quiagen, Valencia, California, USA)

e a pureza das amostras de DNA foi confirmada através de um espectrofotdmetro

(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, USA). O sequenciamento incluiu as seguintes

etapas:

Etapa 1: Construcao da biblioteca: foi criado um painel de genes personalizado
e desenhado para o estudo de forma a identificar variantes germinativas e de
novo em 154 genes frequentemente mutados em pacientes com FPF, formas
esporadicas de fibrose pulmonar, telomeropatias ou neoplasias hematolégicas
(Tabela 3).(19)

Etapa 2: Sequenciamento: o sequenciamento das bibliotecas foi realizado na
plataforma Next Seq (lllumina — San Diego, California, USA) utilizando os
métodos de Bridge PCR e SBS (Sequencing by synthesis) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante, utilizando o NextSeq 500/550 high output kit v2
(IMlumina — San Diego, California, USA).

Etapa 3: Identificacdo de variantes: os arquivos gerados no sequenciador
foram analisados pelo software NextSeq Reporter (lllumina — San Diego,
California, USA). Este software avalia os escores de qualidade de cada base
capturada durante o sequenciamento e remove os dados de baixa qualidade
(definidos como Q-scores inferiores a 30%). Apds, o software SureCall (Agilent
— Santa Clara, California, USA) foi utilizado para alinhamento e mapeamento
dos fragmentos de sequencia (chamados de reads) com uma sequencia de
referéncia (a referéncia nesse caso sdo as regides do genoma humano
correspondentes aos genes enriquecidos nas bibliotecas). As potenciais
variantes apontadas pelo programa SureCall foram anotadas em uma

ferramenta de dados Wannovar.(197)

Etapa 4: Identificacdo das variantes relevantes: apds anotadas na ferramenta
Wannovar, foram selecionadas as variantes novas ou descritas com frequéncia

alélica abaixo de 0.1% de acordo com a base de dados de sequenciamento de
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exomas e genomas humanos Genome Aggregation Database (GnomAD)(1%3.
108)

Em seguida, as variantes identificadas foram filtradas de acordo com o impacto na
formagao da proteina, permanecendo aquelas em regides de éxons que levam a
mudangas na matriz de leitura, que levam a mudanga do aminoacido e as que geram
um cédon de parada na tradugdo. Alguns SNPs que ja foram associados a FPF
também foram considerados relevantes quando presente nos pacientes avaliados. A
frequéncia alélica desses SNPs também foi comparada com as seguintes bases de
dados genéticos: GnomAD e Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes (ABraOM).
Considerou-se a presenga de algumas das variantes como enriquecida quando a
presenca de delas era mais frequente na amostra com FPF que nos bancos de dados
publicos (GnomAD e ABraOM).

5.6 Amostragem

A amostragem foi determinada por conveniéncia, sem realizacdo de calculo
amostral.

Apenas os pacientes em seguimento no HC UFMG e HC USPRP participaram
da coleta de amostra de sangue para analise genética (Figura 3). Apds analise
genética, os 82 casos-indices foram classificados em dois grupos:

a) Telomere related familial pulmonar fibrosis (TR-FPF): participantes com FPF

e comprimento de teldmero encurtado e presenca de variante rara;

b) Non-telomere related familial pulmonar fibrosis (TR-FPF): participantes com
FPF com comprimento de teldbmero encurtado ou presenga de variante rara,
mas nunca os dois.

Além disso, 44 participantes que apresentavam telomeropatia mas auséncia de
doenga pulmonar fibrosante compuseram o grupo controle (classificados como non-
lung telomere-biology disease — non-lung TBD).

Para o estudo das varidveis ndo genéticas associados a sobrevida foram
incluidos, ao todo, 198 pacientes em seguimento no HC UFMG, CACP e UNIFESP

(Figura 3). Foram selecionados 66 pacientes com formas familiares de FPI e PHf e
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132 pacientes com formas esporadicas de FPI ou PHf que foram adicionados como

controles.

5.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no ambiente do software R v.4.2.0

(http://www.r-project.org/) e o SPSS versao 25.0.

Os dados foram apresentados em tabelas de frequéncia expressos nas formas
absolutas e suas respectivas porcentagens, assim como as medidas descritivas
média, mediana, desvio padrdo, minimo, maximo e percentis 25 e 75, quando
indicados, para os dados quantitativos.

A sobrevida global foi calculada pelo método de Kaplan-Meier e comparada
pelo teste de log-rank. A data do diagndstico foi utilizada como a data de referéncia
para a analise de sobrevida.

Foi criado um modelo de arvore de inferéncia condicional para classificar os
subgrupos dos participantes, segundo as variantes genéticas, de acordo com as
variaveis idade, sexo, comprimento telomérico, status das variantes comuns TOLLIP
e MUCS5B rs35705950. O modelo de arvore de inferéncia condicional € uma técnica
de modelagem preditiva e aprendizado de maquina usada para construir um sistema
de classificacdo por meio de particbes sucessivas baseadas em variaveis de
interesse.(109)

Os graficos de frequéncia alélica foram construidos com o software GraphPad
Prism v.9.3.0 (GraphPad).

As variaveis clinicas relacionadas a sobrevida foram estimadas por regressao
uni e multivariada de Cox, por método anterégrado proporcional, e por curvas de
Kaplan-Meier. As variaveis que apresentaram diferenga estatistica (p<0,05) entre os
grupos familiar e nao familiar foram controladas antes de estimar as curvas de
sobrevivéncia.

Em todos os testes, o nivel de significancia adotado foi 5%, portanto foram

consideradas significativas comparagdes cujo valor de p foi inferior a 0.05.


http://www.r-project.org/
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5.8 Consideracgoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e
da USPRP sob os registros, respectivamente: CAAE 448.43215.5.0000.5149 e CAAE
93617018.0.0000.5440 (ANEXO 02 e APENDICE 02).

Todos os participantes incluidos no estudo consentiram com a pesquisa e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido antes da realizagdo de
qualquer procedimento (TCLE) (ANEXO 03 e APENDICE 03).
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6. NOTA EXPLICATIVA

Conforme deliberagcédo do Programa de Pds-Graduagéo em Ciéncias Aplicadas
a Saude do Adulto da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais, os resultados dessa pesquisa serao apresentados na forma de dois artigos.



56

7. RESULTADOS

7.1 Artigo 01

Title: Common and rare genetic variant interaction in familial pulmonary

fibrosis

Authors: Flavia S. Donaires,!” André L. Pinto,'" Ana Beatriz Hortense,?
Fernanda Gutierrez-Rodrigues,® Barbara A. Santana,' Luiz Fernando B. Catto," Diego
V. Clé," Eliane V. Mancuzo,* Ricardo de Amorim Corréa,* Edson Z. Martinez,® José
Baddini-Martinez,?® Deborah R. Estrella,* and Rodrigo T. Calado’

"Department of Medical Imaging, Hematology, and Oncology, ?Department of Internal
Medicine, and °Department of Social Medicine, Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brazil, 3Hematology Branch, National Heart,
Lung, and Blood Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD, US,
‘Department of Internal Medicine, Federal University of Minas Gerais School of
Medicine, Belo Horizonte, Brazil, and ®Escola Paulista de Medicina, Federal University

of Sdo Paulo, Brazil

*F.S.D. and A.L.P. are joint first authors

Correspondence:

Rodrigo T. Calado, M.D., Ph.D.

Department of Medical Imaging, Hematology, and Oncology, Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo. Av. Bandeirantes, 3900, sala 743, 7° andar, HCRP
Ribeirdao Preto, SP, 14049-900, Brazil. Phone: +55-16-2101-9361; e-mail:
rtcalado@fmrp.usp.br

Author contributions:

F.S.D., J.B.-M., D.R.E., and R.T.C. designed the study. F.S.D., A.L.P., F.G.R., and
B.A.S. performed the experiments and analyzed data. A.B.H., L.F.B.C., D.V.C,,
E.V.M., RA.C., and D.R.E. provided patients’ samples and information. E.Z.M.



mailto:rtcalado@fmrp.usp.br

57

provided statistical support. J.B.-M. and R.T.C. contributed with materials and
intellectual input. F.S.D., D.R.E., and R.T.C. wrote the manuscript.

Support: This work was supported by the Sdo Paulo Research Foundation (FAPESP)
grant no. 13/08135-2 and 16/12799-1 to R.T.C.; F.S.D. received a FAPESP
postdoctoral scholarship (grant no. 17/09428-4).

Running title: Gene-gene interaction in pulmonary fibrosis

Statement of impact: The MUCS5B promoter risk allele (rs35705950) increases the risk

of developing interstitial lung disease in patients carrying rare germline telomere-
biology gene variants with short telomeres. Conversely, the TOLLIP common variants
do not cooperate with rare variants in telomere-biology genes for pulmonary disease
development. These findings have implications for the mechanisms of lung
involvement in telomeropathies and clinical management, as they may help identify

telomeropathy patients at risk of developing lung disease.

Descriptor: 9.23 Interstitial Lung Disease
Total word count: 3.397 (max, 3500)

Target Journal: The American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine




58

ABSTRACT

Rationale and Objectives: Familial pulmonary fibrosis (FPF) has a complex genetic
etiology involving telomere erosion and common and rare gene variants. We evaluated
the gene-gene interaction contributing to the disease phenotype.

Methods: We evaluated 82 index cases with FPF and 44 patients with telomeropathy
without lung involvement for telomere length, the MUCSB risk allele (rs35705950),
TOLLIP, and TERT common variants, and rare telomere-biology gene variants. A
conditional inference tree was applied for prediction.

Measurements and Main Results: Rare variants were identified in 24 FPF cases, of
which 18 (22%) also had short telomeres and were classified as telomere-related (TR)-
FPF. TR-FPF patients had unfavorable overall survival compared to non-TR-FPF
(n=64; P=0.0006). The MUCS5B rs35705950 and the TOLLIP common variant alleles
were more frequent in FPF than in public databases (P<0.003). The TOLLIP common
variants were enriched in the non-TR-FPF cases (P<0.001) but not in TR-FPF. In
contrast, the MUCS5B rs35705950 was enriched in both groups (P<2E-07), but in
telomeropathy patients without lung involvement, its frequency was comparable to
controls. Using the conditional inference tree, the MUCSB status correctly predicted
FPF in 76% of cases with rare telomere-biology variants.

Conclusions: Rare telomere-biology gene variants, short telomeres, and the MUC5B
rs35705950 allele cooperate in the development of FPF. TOLLIP variants increase the
lung fibrosis risk in non-TR-FPF patients only. The combination of genetic data may
help identify the subset of telomeropathy patients more likely to develop lung disease

and provide insights into its pathogenesis.

Word count: 241 (max, 250)
Key words: familial pulmonary fibrosis, MUCS5B rs35705950, rare telomere-biology

gene variants, telomeropathy.
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Research in context

Evidence before this study

Although prior studies have identified short telomeres and rare and common gene
variants as genetic determinants for idiopathic pulmonary fibrosis, the epistasis among
these genetic factors has not been evaluated. We used PubMed to search for evidence
between 2000 and 2023, operating as criteria “idiopathic pulmonary fibrosis” and
“‘mutation” (195 articles) or “variant” (127 articles) or “genetic” (986 articles). One single
study investigated the prevalence of telomerase rare variants in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis (without family history) lacking the MUCS5B promoter risk allele.

However, the gene-gene interaction has not been addressed.

Added value of this study

To the best of our knowledge, this study is the first to investigate the gene-gene
interaction between common and rare pathogenic variants and telomere length in FPF
compared to patients with telomeropathy without lung involvement. The pathogenesis
of lung disease in telomeropathies remains unclear. We found that the MUCS5B
promoter risk allele (rs35705950) increases the chances of developing interstitial lung
disease in patients carrying rare telomere-biology gene variants with short telomeres.
On the other hand, the TOLLIP common variants do not cooperate with telomere-
biology genes for pulmonary disease development. These findings have implications
for the cellular and molecular mechanisms of lung involvement in telomeropathies.
They also help identify those individuals with rare telomere-biology variants at risk for

interstitial lung disease.

Implications of all the available evidence

In several previous studies, the common MUCSB promoter risk allele (rs35705950)
has been associated with interstitial lung disease. Still, it mildly increases the disease
risk in the general population, indicating cooperation with other genes, epigenetic
events, and environmental factors. On the other hand, telomere-biology gene variants
are rare but strongly increase the risk of lung disease, although not in all patients. Our
findings help clinicians identify telomeropathy patients at higher risk of developing

interstitial lung disease.



60

INTRODUCTION

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a common form of idiopathic interstitial
pneumonia (IIP), characterized by progressive lung scarring due to repeated injury to
the alveolar epithelia and airways with aberrant regenerative response resulting in
reduced lung function (1, 2). IPF is associated with aging, usually presenting at age
over 60 years, and can be sporadic or hereditary (familial pulmonary fibrosis; FPF).
Environmental exposure (e.g., smoking, fibrogenic dust, viruses, gastroesophageal
reflux) and genetic factors are essential in disease development & 4),

The IPF genetic etiology was initially supported by the identification of familial
clustering of cases, in which even asymptomatic individuals presented lung
abnormalities and inflammation at an early age, decades before developing the
disease 7). FPF has an autosomal dominant inheritance pattern with incomplete
penetrance corresponding to approximately 20% of IPF cases @ 9. Germline rare
pathogenic gene variants have been first identified in the telomerase enzyme gene
(TERT) or in the gene that encodes its RNA template (TERC) in approximately 15% of
FPF cases (%11, Telomerase is a reverse transcriptase that extends the telomeres by
adding hexameric nucleotides during cell replication in highly proliferative cells,
preventing or mitigating telomere erosion (2. Since then, heterozygous germline
pathogenic variants in other telomere-biology genes have been found as etiologic in
IPF, more commonly in RTEL1 and PARN ). Patients with pathogenic telomere-
biology gene variants have short telomeres, but not all develop IPF and a significant
proportion alternatively (or concomitantly) develop bone marrow failure as a result of
excessive telomere erosion (2. Another group of rare germline pathogenic variants
involved in IPF etiology is related to surfactant production, mainly ABCA3, SFTPAT,
SFTPA2, and SFTPC “).

Genome-wide association studies have identified various common gene variants as
risk factors for IPF. The MUC5B gene variant in the promoter region (rs35705950) is a
gain-of-function polymorphism associated with increased mucin 5B (MUCS5B)
expression (13 1t is the most common genetic risk factor for IPF, increasing 7-fold the
chance of developing the disease. Common polymorphisms in the Toll-interacting
protein (TOLLIP) gene, associated with innate immunity, also increase the risk of
developing IPF ('), Additionally, a common intronic variant in the TERT gene has been

implicated in IPF (19,
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However, the epistasis among these diverse common and rare gene variants is
unclear. On the one hand, rare pathogenic variants in telomere-biology genes appear
to be more common in sporadic IPF patients without the MUC5B promoter risk allele
(rs35705950)("®). On the other hand, the rs35705950 has been associated with familial
interstitial pneumonia, including in those with TERT gene variants.('")

Here, we sought to explore the gene-gene and telomere length interactions among

common and rare variants in patients with FPF.

METHODS

Study cohort

We studied 82 independent FPF index cases seen at two separate institutions: the
Federal University of Minas Gerais University Hospital and the University of Sdo Paulo
at Ribeirdo Preto University Hospital pulmonology clinics. Patients with age =18 years
old and FPF were included. FPF was diagnosed based on standard criteria for ILD(":
'8) and by having at least one family member also affected with the disease('% 20),
Progressive pulmonary fibrosis was defined based on the American Thoracic Society,
the European Respiratory Society, the Japanese Respiratory Society, and the Latin
American Thoracic Association (ATS/ERS/JRS/ALAT) guideline criteria(™®. Lung
involvement was further assessed by high-resolution computed tomography (HRCT)
scan and spirometry in all patients. An additional 44 telomere-biology disease (TBD)
patients with bone marrow failure (aplastic anemia) but without clinical evidence for
lung disease seen at the University of S&do Paulo at Ribeirdo Preto University Hospital
marrow failure clinic were also included. All patients gave written informed consent,
and the study protocol was approved by the local Research Ethics Committee (CAAE
number, 93617018.0.0000.5440).

Telomere length measurement

Telomere length was determined using peripheral blood leukocyte DNA by Southern
blotting, as previously described ©@'). Telomere lengths <20th percentile was
considered short (?2); percentiles were adjusted from curves of age-matched telomere

lengths of a reference cohort comprising 301 healthy blood donors.
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Massively parallel targeted sequencing

Fifty nanograms of DNA from peripheral blood leukocytes were used for sequencing
of a customized panel (Table E1, online data supplement) targeting the exonic regions
of 154 genes (surfactant-related metabolism, telomere biology, ribosome biology, DNA
repair, hematopoiesis, and immune response) as well as intronic/regulatory regions
frequently polymorphic in FPF (in TERT, TOLLIP, and MUC5B). An indexed library was
prepared for each patient using the SureSelect Q.X.T. Target Enrichment System for
lllumina Paired-End Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies) following the
manufacturer's protocol. Pooled libraries were then sequenced on a NextSeq
instrument (lllumina) using the NextSeq 500/550 High Output v2 for 300 cycles
(NMumina). Reads were demultiplexed and mapped to the human genome
(GRCh37/hg19) with the Burrows-Wheeler Aligner (BWA). Variant calling was
performed with the SAMTOOLS and GATK, then annotated using the WANNOVAR 23,
Germline variants were prioritized using inclusion criteria, such as (1) depth 215 (2)
occurrence of nucleotide substitution, insertion or deletion in either exonic, splicing, or
non-coding RNA exonic (for TERC) regions that lead to frameshift or nonsynonymous
amino acid changes (missense or nonsense), (3) scaled Combined Annotation
Dependent Depletion score 215 @4, and (4) variant allele frequency (VAF) <0.1%
(rare), or >0.1% and <5% (low-frequency) in the Genome Aggregation Database
(gnomAD) V3.1.1 9. Exclusion criteria comprised allele frequency in the sample <40%
and description in the database of somatic variants in cancer, COSMIC ?%). Variants
were classified according to the American College of Medical Genetics and Genomics—
Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP) guidelines ?7). The Sherloc
approach was applied to the rare variants (?8). Variants of uncertain significance (VUS)
were reclassified as ‘deleterious VUS’ when scored as damaging in at least three in
silico predictors ?°). All rare variants classified as pathogenic, likely pathogenic,

deleterious VUS, or VUS were considered.

Conditional inference tree

A conditional inference tree model was applied to classify the patients into subgroups
according to two continuous and three discrete variables: age (in years) and telomere
length (in kilobases), sex, TOLLIP common variant status, and MUC5B rs35705950
status. Conditional inference tree is a predictive modeling and machine-learning

technique used to construct a classification system through successive partitions
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based on variables of interest 3%, The algorithm computes optimal cut-offs for the
continuous variables and provides a classification tree to show the results graphically.
The conditional inference tree algorithm was performed in the R software environment

v.4.2.0 (http://www.r-project.org/) with the rpart package.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed in the R software environment v.4.2.0. The chi-
square test was applied to compare the polymorphism allele frequencies between FPF
and the population genome databases gnomAD and the Online Archive of Brazilian
Mutations (ABraOM) @Y. Allele frequency graphs were plotted with the GraphPad
Prism software v.9.3.0 (GraphPad). The overall survival was calculated using the
Kaplan-Meier method, and the survival of groups was compared using the log-rank
test. Analyses and graphs were performed with the survival v.3.4.0 and survminer

v.0.4.9 packages in R, respectively.

RESULTS

Patient demographics

This retrospective study is based on 82 independent FPF index cases seen at two
institutions (the University of Sao Paulo at Ribeirdao Preto and the Federal University
of Minas Gerais at Belo Horizonte, Brazil). The median age at diagnosis was 68 years
(ranging from 36 to 93 years). Most were female (54%) and smokers (54%). Twenty
patients were diagnosed with usual interstitial pneumonia (UIP), 17 as possible UIP,
and 45 as inconsistent with UIP on high-resolution computed tomography (HRCT)
scan. An additional 44 telomere-biology disease (TBD) patients with bone marrow
failure (aplastic anemia) without any clinical evidence of lung disease (non-lung-TBD)
were also studied as controls. Their median age at diagnosis was 15 years (1.4 to 49

years), 73% were males, and 6.7% were smokers (Table 1).

Rare gene variants and telomere length in FPF

Rare germline pathogenic, likely pathogenic variants, deleterious VUS, or VUS in
telomere- biology genes were found in 24 patients (30%), all heterozygous (Table 2).
Five variants have not been previously described: two variants in TERT splicing

regions (c.2131-2A>G and ¢.219+17T>G), two variants that lead to premature stop
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codons in RTEL1 (p.Arg743* and p.Glu256Arg fs*12), and one in a PARN canonical
splicing region (c.840+2T>G) (Table 2). Five variants were previously described but in
four genes not yet associated with FPF: ZBTB48, WRAP53, CTC1, and SHQ1 (Table
2). The ZBTB48 gene, also named telomeric zinc finger- associated protein (TZAP),
binds to extended telomeres to stimulate trimming and prevent their aberrant
elongation.®?) Its dysregulation is reported in cancer®?. The WRAP53 gene encodes
TCABH1, involved in the telomerase trafficking.*¥) CTC1, along with STN1 and TEN1,
compose the telomere-capping CST complex, playing a role in telomeric structural
integrity.(3% 36) Both WRAP53 and CTC71 have been described in dyskeratosis
congenita as autosomal recessive.®”-3% SHQ1 is required for the functional assembly
of H/ACA ribonucleoproteins, thus assisting in telomerase stabilization*® Compound

heterozygous variants in SHQ17 were found in severe neurological disorders®!- 42)

Peripheral blood leukocyte samples from relatives of two FPF index cases harboring
rare variants were available: FPF7 (TERT p.Arg577GIn) and FPF12 (the new RTEL1
p.Arg743* variant) (Table 2). Sanger sequencing of samples collected from relatives
confirmed that the variants segregated with the disease phenotype (Figure E1, online
data supplement). Low-frequency germline variants in telomere-biology genes were
detected in 23 FPF patients, all in heterozygosity and classified as benign, likely
benign, or VUS (Table E2, online data supplement). Eight patients carried more than

one variant, either rare and/or low frequency (Table 2 and Table E2).

None of the patients harbored a rare germline variant in the surfactant-related
metabolism genes (ABCA3, SFTPA1, SFTPA2, SFTPB, and SFTPC). Distinct low-
frequency germline variants were detected in two FPF patients in the surfactant
SFTPAZ2 gene, both heterozygous and classified as VUS (Table E2).

Among the 24 patients carrying rare telomere-biology gene variants, 18 also had short-
for-age telomeres (<20th percentile) (22% of the FPF cohort) (Figure 1A). The FPF
cohort was then divided into two groups: the telomere-related (TR)-FPF, composed of
those 18 patients who had both short telomeres and a rare variant, and the non-TR-
FPF, comprised of the remaining 64 patients (78%) who did not meet the previous
criteria. TR-FPF patients were diagnosed at a younger age than non-TR-FPF (median
age, 63 years [range, 36-79] vs. 69 [42-93], respectively; P=0.006). Telomeres were
shorter in the TR-FPF group than in non-TR-FPF (P<0.0001). There was no difference
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in gender, smoking status, or lung involvement (assessed by HRCT scan and

spirometry) between the two groups (Table 1).

Common gene variants associated with FPF.

Common gene variants in MUC5B (rs35705950), TERT (rs2736100), and TOLLIP
(rs5743890, rs5743894, and rs111521887), previously described as risk factors for
IPF, were investigated in the FPF cohort. The MUCS5B rs35705950 and TOLLIP
rs5743894 and rs111521887 (the last two in linkage disequilibrium) variants were more
common in the FPF cohort compared to the population genomic databases ABraOM
and gnomAD (P<0.003, Figure 1B, upper panel).

Of note, the TOLLIP common variants rs5743894 and rs111521887 were enriched in
the non-TR-FPF group only (VAF, 0.22 vs. 0.12 and 0.11 in the gnomAD and ABraOM,
respectively; P<0.0007), but not in the TR-FPF (VAF, 0.11). On the other hand, the
MUCS5B rs35705950 was enriched in both TR-FPF (VAF, 0.33; P<2E-07) and non-TR-
FPF (VAF, 0.44; P<2E-10) groups compared to the ABraOM (AF, 0.07) and gnomAD
(AF, 0.08) databases (Figure 1B, lower panel). These results indicate that rare
telomere-biology genes interact with MUCS5B (but not with TOLLIP) to develop lung

disease.

Gene-gene interactions in FPF

We then asked whether the association of short telomeres, rare telomere-biology gene
variants, and the MUCS5B rs35705950 was specific for TBD patients with the FPF
phenotype. To address this question, we genotyped 44 unrelated non-lung-TBD
patients, mostly with bone marrow failure or dyskeratosis congenita. The MUCS5B
rs35705950 allele frequency was similar between the non-lung-TBD patients (VAF,
0.09) and the ABraOM (VAF, 0.07) and gnomAD (VAF, 0.08) databases. Of note, the
TOLLIP common variant allele frequency was also comparable between the non-lung-
TBD patients (VAF, 0.17) and the population databases (VAF, 0.11 and 0.12 for
ABraOM and gnomAD, respectively) (Figure 1B, lower panel). Taken together, these
results indicate that the combination of rare telomere-biology gene variants and the
MUCSB rs35705950 is more prevalent in telomeropathy patients with FPF phenotype,
indicating that the resulting phenotypes of each gene variant cooperate for the

development of lung disease.
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Clinical outcomes

Telomere length alone had no statistically significant direct impact on survival (median,
83.1 [95% confidence interval, 42.6 - 115.4] months for short vs. 128.8 [47.8 - 331]
months for normal telomeres; P=0.1; Figure 2A). On the other hand, the patients
carrying rare variants in telomere-biology genes had an unfavorable overall survival
(47.8 [24.4 - 83.1] months) in comparison to non-carriers (115.5[71.9 - 179.7] months;
P=0.002; Figure 2B). TR-FPF patients had poorer overall survival than non-TR-FPF
(61.2[13.1-83.1]vs. 115.5[71.9 - 179.7] months, respectively; P=0.0006; Figure 2C).
Additionally, the patients with UIP had unfavorable overall survival compared to the
others (35.6 [24.5 - 83.1] vs. 115.5 [71.9 - 179.7] months, respectively; P=0.01; Figure
2D).

Classification using clinical and genetic data by conditional inference tree
Given the gene-gene interactions observed in FPF patients, we investigated whether
the combination of clinical and genetic information could predict the likelihood of FPF
being related to telomere dysfunction and, within TBD patients, to develop FPF. For
this purpose, patients were labeled as TR-FPF, non-TR-FPF, and non-lung-TBD, and
a conditional inference tree model was applied using five variables: age, sex, telomere
length, TOLLIP variant status, and MUC5B rs35705950 status.

We first applied the model using the entire patient cohort, including the FPF and non-
lung-TBD patients (n=126). In the analysis of the entire dataset, only two variables
were significant predictors: age and telomere length (Figure 3A). Based on these two
predictors, the model partitioned into three groups and correctly classified patients in
91% of cases (Figure 3B). These results suggest that age and telomere length
combination may help distinguish TR-FPF from non-TR-FPF.

Next, we addressed whether the model could predict the lung phenotype using the
same variables among patients with telomeropathy (TR-FPF and non-lung-TBD;
n=62). In this scenario, the MUCSB variant status was the only variable that served as
a predictor (Figure 3C). For this dataset of patients, the MUCS5B variant status correctly
predicted lung involvement in 76% of cases, further indicating that the combination of
short telomeres, rare telomere-biology variants, and the MUCS5B risk allele interact for

the development of lung disease in this group of patients.
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DISCUSSION

The present study demonstrates the cooperation between rare telomere-biology gene
variants, short telomeres, and the MUCS5B rs35705950 risk allele in developing
pulmonary fibrosis in individuals with telomeropathies. Rare pathogenic germline
variants in telomere-biology genes have a high — but incomplete — penetrance and
variable phenotypes (12 19.43) Whereas some patients develop bone marrow failure
and dyskeratosis congenita in the first decades of life, others develop pulmonary
fibrosis in older ages, and some individuals remain asymptomatic through life (12).
Within the same family carrying the same pathogenic variant, the phenotype may be
polymorphic between family members “4 4% In part, the variability and incomplete
penetrance may be explained by disease anticipation “6-47) but it does not explain the
pleiotropy in many kindred.® 4®) Other genetic, epigenetic, and environmental factors
are likely to contribute to pleiotropism and incomplete penetrance. For instance,
cigarette smoking is strongly associated with lung disease in telomere diseases (“9),
including in the present cohort. On the other hand, the MUCS5B rs35705950 risk allele
is the most common risk factor for IPF, but it only increases the risk of IPF by 7-fold,
indicating the necessity of additional factors (3).

The present study demonstrates that gene epistasis between common and rare
variants is essential for the pulmonary phenotype and that the MUCS5B rs35705950
risk allele modulates the risk of developing FPF in patients carrying rare telomere-
biology gene variants and short telomeres. To the best of our knowledge, this study is
the first to investigate gene-gene interaction between rare and common pathogenic
variants and telomere length in FPF compared to non-lung-TBD patients. In our cohort
the MUCS5B rs35705950 and TOLLIP common variants were enriched in FPF
compared to public databases. The MUC5B rs35705950 was enriched in both TR-FPF
and non-TR-FPF, whereas in non-lung TBD patients, its frequency was comparable to
public databases, suggesting the MUCS5B rs35705950 influence in developing
pulmonary fibrosis. On the other hand, the TOLLIP common variants were enriched
only in the non-TF-FPF patients.

These findings have biological and clinical implications. First, they contribute to
dissecting the mechanisms promoting lung fibrosis in telomere-biology patients, which
is still poorly understood. In conditional deletion mouse models lacking a telomere-
binding protein, short telomeres of type 2 alveolar epithelial cells (AEC2s) appear to

impair their regenerative capacity in vitro, drive alveolar stem cell failure, and may
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provoke lung inflammation 9. In the same model, bronchoalveolar lavage shows
increased numbers of macrophages and lymphocytes, similar to what is found early in
humans carrying rare telomere-biology gene variants .. However, these mice do not
display restrictive or interstitial lung disease signs. Instead, they show increased total
lung capacity and air space enlargement. When challenged with bleomycin-induced
injury, these mice develop acute epithelial injury and eventually die, but no obvious
sign of fibrosis. Thus, these cellular and molecular mechanisms do not completely
explain how short telomeres eventually lead to fibrosis. Other mechanisms likely
interact.

The MUCSB rs35705950 variant increases mucin 5B (MUC5B) secretion in the distal
airways ¢, MUCS5B is vital for adequate mucociliary clearance and innate defense by
removing pathogens and chemicals from the airways. Also, in mouse models,
increased Muc5b secretion impairs mucociliary clearance and facilitates lung fibrosis
(52), Higher Muc5b concentrations in the distal airways cause mucociliary stasis and,
thus, more chronic exposure to inflammatory triggers, such as particles and pathogens.
Our present findings on gene-gene interaction suggest that the alveolar stem cell
failure, epithelial cell injury, and inflammation caused by short telomeres cooperate
with defective mucociliary clearance of fibrogenic agents in the distal airways caused

by excessive MUC5B to promote lung fibrosis.

On the other hand, TOLLIP common variants are associated with reduced Toll-
interacting protein (TOLLIP) expression, mainly in lung macrophages and epithelial
cells %3, TOLLIP suppresses Toll-like receptor (TLR) activation, mainly TLR2 and
TLR4, which are triggered by microbial signals ®). In murine lungs, dysregulated
microbiota can promote fibrosis via TLR2 and TLR4 ©4). Low TOLLIP expression also
associates with increased pro-inflammatory cytokine secretion, such as IL-6 and TNF
(58). Thus, TOLLIP common variants promote a pro-fibrotic TLR signaling pathway
prompted by bacterial signaling. However, the pro-inflammatory environment
promoted by TOLL/IP common variants in response to pathogen signals does not
appear to cooperate with short telomeres for pulmonary fibrogenesis. These
observations suggest that chemicals (e.g., cigarette smoking) may be more important
than abnormal microbiota to the development of TBD patients' pro-fibrotic inflammation

in the distal airways.
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The proximity between the MUCSB and TOLLIP genes at chromosome 11p15.5 has
suggested that these polymorphisms are in linkage disequilibrium %), Qur findings do
not support this hypothesis. Instead, they indicate that these genes contribute to IPF
by independent mechanisms.

The clinical implications are also relevant. First, using age and telomere length, the
conditional inference tree model correctly classified patients as TR-FPF, non-TF-FPF,
or non-lung TBD in 91% of cases. This model may be further explored in future clinical
studies. Second, MUC5B genotyping may help to identify TBD patients at higher risk
of developing lung fibrosis. The MUCS5B rs35705950 absence in a patient may reduce
the need for frequent lung evaluation during follow-up. The MUCSB variant status
among TBD patients was the only variable to predict lung involvement using the
conditional inference tree, and this approach should be addressed and confirmed in
future studies.

Our study has limitations. It is an observational retrospective study, which may be
biased upon data registration. Information on comorbidities and therapies was not
available for all patients. Given the disease's rarity, we could not validate the
conditional inference tree findings in an independent cohort. Another limitation is the
absence of imaging in patients with non-lung TBD, since interstitial abnormalities are
known to be present in asymptomatic patients.

In conclusion, our findings indicate that rare telomere-biology gene variants, short
telomeres, and the MUCS5B rs35705950 allele cooperate in the development of
interstitial lung disease. TOLLIP variants increase the risk of lung fibrosis in non-TR-
FPF patients only. The combination of genotyping may help identify the subset of TBD
patients more likely to develop lung disease and may be helpful as a screening tool in

relatives of patients with IPF.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Telomere length of FPF and telomeropathy patients without lung disease
(non-lung-TBD) in kilobases (kb) as a function of age (years, y). The curves represent
percentiles adjusted from age-matched telomere lengths of a reference cohort
comprising 301 healthy individuals assessed by Southern blot. Telomeres <20th
percentile were considered short. FPF patients with short telomeres and harboring rare
variants in telomere-biology genes are represented as colored circles. Low-frequency
and common variants in FPF, as well as variants in non-lung- TBD patients are not
represented. (B) Upper panel: allele frequencies of five common variants (in TERT,
TOLLIP, and MUC5B) described in previous studies as risk factors for idiopathic PF
are displayed for the FPF cohort (n=82), as well as for the ABraOM (n=1,170) and
gnomAD (n>75,000) databases; *P<0.003 vs. databases. Lower panel: allele
frequencies of the three common variants enriched in the FPF cohort, here divided into
telomere-related (TR)-FPF (n=18), and non-TR-FPF (n=64); frequencies are also
displayed for the non-lung-TBD patients (n=44), as well as the ABraOM (n=1,170) and
gnomAD (n>75,000) databases; *P<0.0007 vs. databases.

Figure 2. Overall survival in familial pulmonary fibrosis (FPF). The overall survival
was calculated for the patients divided into (A) short-for-age and normal telomere
length, (B) carriers and non-carriers of rare variants in telomere-biology genes, (C) TR-
and non-TR-FPF, and (D) with or without the usual interstitial pneumonia (UIP) pattern,

then represented as a survival probability against the time (in months).

Figure 3. Conditional inference trees to predict the likelihood of familial
pulmonary fibrosis (FPF). (A) The inference tree was first modeled including the FPF
and telomeropathy patients without lung disease (non-lung-TBD) (n=126), and using
five variables - age, sex, telomere length (TL), TOLLIP, and MUC5B variant status -
but only age and TL were significant predictors in the final model. (B) Space partitioning
based on predictors (age and TL). (C) Inference tree to predict lung phenotype in
telomeropathies (TR-FPF and non-lung-TBD, n=62); MUCS5B variant status was the

significant predictor.

Supplementary Figure E1. Pedigrees of familial pulmonary fibrosis (FPF). The

occurrence of rare variants in telomere-biology genes, adjusted-for-age telomere
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length (TL), and clinical manifestation are represented for individuals of two unrelated
families: Family 1, for the RTEL1 p.Arg743* (proband: FPF12), and Family 2 for the
TERT p.Arg577GIn (proband: FPF7).
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients with familial pulmonary

fibrosis
FPF (n=82)
non-TR- non-lung- P value™
FPF TR-FPF P value** TBD (vs. TR-
FPF)
n 64 18 44
Age at diagnosis, median 69 63 15
(range), years (42:93)  (36-79) 0006 (4449 ~ <0.0001
Female % 57.8 38.9 ns 27 ns
Ever smoker % 56.2 44.4 ns 6.7 0.02
Igbmere length, mean (S.D.). 5808  47(06) <00001  4.1(1.1) ns
. 76.6 98.5
(0]
FVC % predicted, mean (S.D.)  76.5 (18.5) (18.4) ns (14.1)" 0.02
DLCO % predicted, mean 53.7 86.2
(SD.) 57.2 (16.7) (18.8) ns (28.5)* 0.0006
HRCT pattern ns n/a
UIP, n 13 7
Possible UIP, n 15 2
Inconsistent with UIP, n 36 9

* data available for 8 patients.

** ANOVA and Fisher’s exact test for quantitative and categorical variables, respectively.

FPF, familial pulmonary fibrosis; TR-FPF, telomere-related familial pulmonary fibrosis; non-TF-FPF,
non-telomere-related familial pulmonary fibrosis; non-lung-TBD, non-lung telomere-biology disease.
S.D., standard deviation; kb, kilobases; FVC, forced vital capacity; DLCO, diffusing capacity of the
lungs for carbon monoxide; HRCT, high-resolution computed tomography; UIP, usual interstitial
pneumonia; ns, not significant; n/a, not applicable.
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Table 2. Rare variants (frequency <0.1%) in telomere-biology genes in patients with
familial pulmonary fibrosis (n=25).

ID Age TL, kb (%) Rare variant Region Class dbSNP
RTELT c.765deIG .
0 §
FPF1 611 3.2 (<1%) 0.GIU256Arg fs*12 exonic P none
TERT c.2146G>A .
0,
FPF2 36.0 3.7 (<1%) 0.Ala716Thr exonic P none
TERT ¢.2594G>A .
0,
FPF3 355 46(<10%) 3 eeiis exonic P rs121918666
TERT c.2911C>T .
0,
FPF4 655 4.7 (<10%) 0.Arg971Cys exonic P none
FPF5 64.8 3.5(<10%) TERTc.2131-2A>G can LP  none$
splicing
FPF6 62.7 4.9(<10%)  PARN c.840+2T>G gz{;cing LP none §
TERT c.1730G>A :
o)
FPF7 786 52(<20%) ' ervain exonic  LP  rs1311034283
FPF8 636 4.4(<10%) |ERTC1639T>G exonic  dVUS rs1223467172
p.Trp547Gly
FPFO 616 46(<10%) CRTC2368G>A exonic  dVUS rs371413388
p.Val790lle
RTEL1 c.394C>T .
0,
FPF10 53.5 5.0 (10%) > Arg132Trp exonic  dVUS rs769533935
PARN c.863A>G .
0,
FPFI1 559 5.1(<20%) 0o becer exonic  dVUS rs1970311758
RTEL1 c.2227C>T .
0 §
FPF12 515 5.5(<20%) 0.Arg743* exonic dvUS none
FPF13 56.7 5.4 (<20%) ZD51B48c1643G>A exonic  dVUS rs151110060
p.Arg548GIn
FPF14 639 49 (<10%) RIELTC3505T>C exonic  VUS  rs143248833
p.Ser1169Pro
FPF15 72.4 4.6(<10%)  TERTc.219+17T>G splicing  VUS  none$
WRAP53 c.415G>A .
0,
FPF16 65.3 4.8 (<10%) 0.Glu139Lys exonic VUS rs766610610
NHP2 ¢.352G>A .
0,

FPF17 74.7 4.6 (10%) 0.Ala118Thr exonic VUS  rs139588879
FPF18 67.7 5.0(<20%)  RTEL1c.1800+3C>T splicing  VUS  rs764757029
TERT ¢.3268G>A .

_RNO°
FPF19 599 7.1(50-60%) % 0orM et exonic  dVUS rs121918664
NAF1 ¢.532C>T .
_RNO°
FPF20 74.1 6.6 (50-60%) p.Leu178Phe exonic dVUS rs562985037
CTC1c.1241G>A .
_20N0,
FPF21 742 5.5(20-30%) 0.Gly414GlIu exonic dVUS rs62624978
FPF22 66.2 6.1(30-40%) 4GP C1220C>T exonic  VUS  rs374925782
p.Ser407Leu
FPF23 759 6.0 (30-40%) CTC7C1051C>T exonic  VUS  rs374781255
p.Arg351Trp
SHQ1 ¢.828_831del .
_ENO _
FPF24 557 6.6(40-50%) ) orre oty exonic  VUS  rs571329853
FPF25 855 7.8(85-00%) VRAPSS3C.1558dupG exonic  VUS  rs755116516

p.Ala522Gly fs*8
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Age presented in years. TL, telomere length; kb, kilobases; %, percentiles adjusted from curves of age-
matched telomere lengths of a reference cohort comprising 301 healthy individuals assessed by
Southern blot. Patients with short telomeres (<20™ percentile) are highlighted in grey.

Variants annotated in the following isoforms from the NCBI RefSeq database: ACD NM_001082486.2,
CTC1 NM_025099.6, NAF1 NM_138386.3, NHP2 NM_017838.4, PARN NM_002582.4, RTEL1
NM_016434.4, SHQ1 NM_018130, TERT NM_198253.3, WRAP53 (TCAB1) NM_001143992.2, and
ZBTB48 (TZAP) NM_005341.4. All variants are heterozygous.

can splicing, canonical splicing.

Class, classification. P, pathogenic; LP, likely pathogenic; VUS, variant of uncertain significance; dVUS,
deleterious VUS.

dbSNP: identification in the NCBI Single Nucleotide Polymorphism Database.

$new variant.

Identifiers (‘ID’ column) in bold represent patients harboring more than one variant (either rare or low
frequency).
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Figure 1: (A) Telomere length of FPF and telomeropathy patients without lung disease

(non-lung-TBD) in kilobases (kb) as a function of age (years, y). The curves represent
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percentiles adjusted from age-matched telomere lengths of a reference cohort
comprising 301 healthy individuals assessed by Southern blot. Telomeres <20th
percentile were considered short. FPF patients with short telomeres and harboring rare
variants in telomere-biology genes are represented as colored circles. Low-frequency
and common variants in FPF, as well as variants in non-lung- TBD patients are not
represented. (B) Upper panel: allele frequencies of five common variants (in TERT,
TOLLIP, and MUCS5B) described in previous studies as risk factors for idiopathic PF
are displayed for the FPF cohort (n=82), as well as for the ABraOM (n=1,170) and
gnomAD (n>75,000) databases; *P<0.003 vs. databases. Lower panel: allele
frequencies of the three common variants enriched in the FPF cohort, here divided into
telomere-related (TR)-FPF (n=18), and non-TR-FPF (n=64); frequencies are also
displayed for the non-lung-TBD patients (n=44), as well as the ABraOM (n=1,170) and
gnomAD (n>75,000) databases; *P<0.0007 vs. databases.
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Figure 2. Overall survival in familial pulmonary fibrosis (FPF). The overall survival

was calculated for the patients divided into (A) short-for-age and normal telomere

length, (B) carriers and non-carriers of rare variants in telomere-biology genes, (C) TR-

and non-TR-FPF, and (D) with or without the usual interstitial pneumonia (UIP) pattern,

then represented as a survival probability against the time (in months).
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Figure 3. Conditional inference trees to predict the likelihood of familial
pulmonary fibrosis (FPF). (A) The inference tree was first modeled including the FPF
and telomeropathy patients without lung disease (non-lung-TBD) (n=126), and using
five variables - age, sex, telomere length (TL), TOLLIP, and MUC5B variant status -
but only age and TL were significant predictors in the final model. (B) Space partitioning
based on predictors (age and TL). (C) Inference tree to predict lung phenotype in
telomeropathies (TR-FPF and non-lung-TBD, n=62); MUCS5B variant status was the
significant predictor.
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Common and rare genetic variant interaction in familial pulmonary fibrosis

Flavia S. Donaires,‘I " André L. Pinto,1,* Ana Beatriz Hortense,2 Fernanda Gutierrez-
Rodrigues,3 Barbara A. Santana,! Luiz Fernando B. Catto, Diego V. Clé,1 Eliane V.
Mancuzo,4 Ricardo de Amorim Correa,4 Edson Z. Martinez,5 José Baddini-

Martinez,2,6 Deborah R. Estrella,4 and Rodrigo T. Calado!
Online Data Supplement
Supplemental methods Sanger sequencing

Polymerase chain reactions (PCR) were prepared with total DNA from peripheral blood
leukocytes, the HotStarTaq Kit (Qiagen), and primers (sequences are available upon
request). PCR products were cleaned with the ExoSAP-IT reagent (Applied
Biosystems), and used to prepare sequencing reactions with the BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Reactions were run on an ABI 3500
XL equipment (Applied Biosystems), and analyzed in the Sequencher software v5
(Gene Codes Corporation). All kits were used following the manufacturers’

recommendations.
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Supplementary Table S1. Customized panel for massively parallel targeted
sequencing comprising the exons of 154 genes (surfactant-related metabolism,
telomere biology, ribosome biology, DNA repair, hematopoiesis, and immune
response) and intronic/regulatory regions frequently polymorphic in FPF (in TERT,
TOLLIP, and MUCS5B).

ABCA3 Cux1 GFI1 NPM1 RPS26 TERF2

ABL1 DCLRE1B GNAS NRAS RPS7 TERF2IP

ASXL1 DDX11 GRHL2 OBFC1 RTEL1 TERT gene

ATM DDX41 HAX1 PALB2 RUNX1 TERT promoter
ATRX DHX36 HRAS PARN RUVBL1 TERT rs2736100
BCOR DIDO1 IDH1 PCNA RUVBL2 TET2

BCORL1 DKC1 IDH2 PDGFRA SAMDIL TGS1

BLM DNMT3A IKZF1 PEG3 SBDS THPO

BRAF ELANE IRF1 PHF6 SETBP1 TINF2

BRCA2 ETV6 JAK1 PIF1 SF3B1 TOLLIP rs111521887
BRIP1 EZH1 JAK2 PIGA SFTPA1 TOLLIP rs5743890
CALR EZH2 JAK3 PML SFTPA2 TOLLIP rs5743894
CBL FANCA KDM6A POT1 SFTPB TP53

CBLB FANCB KIT PRF1 SFTPC TPP1

CBLC FANCC KMT2A PTEN SH2B3 U2AF1

CCT2 FANCD2 KRAS PTGES3 SHQ1 U2AF2

CCT3 FANCE LIG4 PTPN11 SLX4 USB1

CCT4 FANCF MPL RAD21 SMC1A WAS

CCT5 FANCG MRE11A RADS51C SMC3 WRAPS53

CCT6A FANCI MUCS5B RPL11 SRP72 WRN

CCT7 FANCL MYC RPL15 SRSF2 wrTt1

CCT8 FANCM MYD88 RPL35A STAG2 ZBTB48

CDAN1 FBXwW7 NAF1 RPL5 STAT3 ZRSR2

CDKN2A FLT3 NBN RPS10 TCP1

CEBPA G6PC3 NHP2 RPS17 TEN1

CSF3R GATA1 NOP10 RPS19 TERC

CTC1 GATA2 NOTCH1 RPS24 TERF1
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Supplementary Table S2. Low frequency (>0.1% and <5%) variants in telomere-
biology and surfactant genes in patients with familial pulmonary fibrosis.

ID Age TL, kb (%) Low-frequency variant Region Class dbSNP
Telomere-biology genes
FPF26 499 50 (<10%) NAF1c1478A>C p.Tyrd93Ser exonic LB  rs143001503
FPF27 643 4.7(<10%) NAF1cC1478A>C p.Tyrd93Ser exonic LB  rs143001503
FPF21  74.2 gés()/(?o- NAF1c1478A>C p.Tyr493Ser  exonic LB rs143001503
(o]
FPF21  74.2 2650/(50' NHP2 c.302G>A p.Arg101GIn  exonic B rs145890370
(o]
FPF24 557 gb(f%f;‘o' TINF2 c.721C>T p.Pro241Ser  exonic B rs17102311
FPF28 745 gbi/ffo' CTC1c1307G>A p.Argd36His  exonic B rs75790638
FPF1 611 32(<1%)  RTEL1c2051G>A p.Arg684GIn exonic B 135640778
FPF29 71.0 4.8(<20%) RTEL1c.2051G>A p.Arg684GIn exonic B r$35640778
FPF30 656 4.9(<20%) RTEL1c.2051G>A p.Arg684GIn exonic B 135640778
FPF31 62.3 gb‘rf,/(;‘o' RTEL1 c.2051G>A p.Arg684GIn exonic B r$35640778
(o]
FPF32 812 g&ygo- RTEL1 c.2051G>A p.Arg684GIn exonic B rs35640778
FPF16 653 4.8(<10%) CTC1c.1241G>C p.Gly414Ala  exonic B (62624978
FPF27 643 47(<10%) CTC1c.1241G>C p.Gly414Ala  exonic B ($62624978
FPF33 65.0 2'010/5’0' CTC1c1241G>C p.Gly414Ala  exonic B r$62624978
FPF17 747 4.6(10%)  ZBTB48c.679G>A p.Gly227Ser exonic B (72634778
FPF34 60.0 26%/5)50_ ZBTB48 c.679G>A p.Gly227Ser exonic B (s72634778
FPF35 75. gb%/f;‘o' ZBTB48 c.679G>A p.Gly227Ser exonic B (s72634778
FPF36 74.8 g&ygo- CTC1c.248G>C p.Ser83Thr  exonic B (78870822
FPF20 741 gb%/ffo' CTC1c.248G>C p.Ser83Thr  exonic B rs78870822
FPF37 656 ;.(;t/go- CTC1c.248G>C p.Ser83Thr  exonic B rs78870822
FPF38 68.3 gb%/go_ PARN c.1690G>A p.Val564lle  exonic B r$35722504
FPF39 92.9 gbi/go' PARN c.1690G>A p.Val564lle  exonic B r$35722504
FPF40 715 o, /(fo' PARN c.1690G>A p.Val564lle  exonic r$35722504
(o]
FPF41 70.9 54 (<20%) SHQ1c.215T>G p.Phe72Cys  exonic B (78491606
FPF42 688 gbi/go- SHQ1c.215T>G p.Phe72Cys  exonic B rs78491606
5.8 (20- DKC1 c.1491_1492insAAG .
FPF42 688 0 i T e exonic B rs797045523
Surfactant genes
FPF43 554 gb%/ffo' SFTPAZ ¢.-26-2G>T splicing VUS  rs1650232
FPF44 623 26(1/55)30_ SFTPA2 c.253C>T p.Arg85Cys  exonic  VUS  rs150273659

Age presented in years. TL, telomere length; kb, kilobases; %, percentiles adjusted from curves of age-
matched telomere lengths of a reference cohort comprising 301 healthy individuals assessed by
Southern blot. Telomere lengths <20t percentile were considered short.
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Variants annotated in the following isoforms from the NCBI RefSeq database: CTC71 NM_025099.6,
DKC1 NM_001363.5, NAF1 NM_138386.3, NHP2 NM_017838.4, PARN NM_002582.4, RTEL1
NM_016434.4, SFTPA2 NM_001320813, SHQ7 NM_018130, TINF2 NM_001099274, and ZBTB48
(TZAP) NM_005341.4. All variants are heterozygous.

Class, classification. B, benign; LB, likely benign; VUS, variant of uncertain significance.

dbSNP: identification in the NCBI Single Nucleotide Polymorphism Database.

Patients harboring the same variants are presented in consecutive rows. Identifiers (ID’ column) in bold
represent patients harboring more than one variant (either rare or low-frequency).
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Supplementary Figure E1. Pedigrees of familial pulmonary fibrosis (FPF). The

occurrence of rare variants in telomere-biology genes, adjusted-for-age telomere

length (TL), and clinical manifestation are represented for individuals of two unrelated
families: Family 1, for the RTEL1 p.Arg743* (proband: FPF12), and Family 2 for the

TERT p.Arg577GIn (proband: FPF7).
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INTRODUCTION

Familial pulmonary fibrosis (FPF) is defined as the presence of two or more family
members, first to the second degree, with interstitial lung disease (ILD) of any
etiology.(*? The most frequent phenotype of FPF is idiopathic pulmonary fibrosis (IPF);
however, others diseases can be familial, such as fibrotic hypersensitivity pneumonitis
(FHP), connective tissue disease-associated ILD (CTD-ILD), and unclassifiable ILD

(UILD).>* The etiology may be discordant between family members.

FPF has an earlier age onset than sporadic forms of ILD, equal gender distribution,
and a pattern of progressive disease.(®% However, few studies compare survival in

different phenotypes of FPF.(34)

The present study aimed to compare the survival of the phenotypes of familial-
idiopathic pulmonary fibrosis (F-IPF) and familial-fibrotic hypersensitivity pneumonitis

(F-FHP) and their sporadic forms.

METHODS

This is a retrospective study involving three Brazilian outpatient clinics for the
care of ILD patients. Adult patients with diagnosis of F-IPF and F-FHP were
consecutively enrolled and compared to their sporadic forms. Patients with other ILD
were excluded. Participants were followed from January 15t 2007 to death or May 31t

2022. FPF was defined according to current criteria.(?)

All cases were submitted to a multidisciplinary discussion. HRCT findings were
classified according to current guidelines.(”) Functional pulmonary data included

spirometry and lung diffusion capacity for carbon monoxide (DLCO).

IPF diagnosis was defined according to ATS/ERS/JPS/ALAT 2018 guidelines.(”)
FHP diagnosis was established when patients had an identified exposure and typical
pattern on HRCT, the presence of lymphocytosis in the bronchoalveolar lavage, or

when histopathology showed findings of FHP.®)

Categorical variables were expressed as absolute and relative frequencies and

the chi-square test was used to compare frequencies between groups. Continuous



91

variables were reported as means with standard deviation and compared using a t-
student test or ANOVA. Variables related to survival were estimated using univariate
and multivariate Cox regression. The variables that showed a statistical difference
(p<0.05) between the familial and non-familial groups were controlled before
estimating the survival curves. Survival curves were estimated using the Kaplan-Meyer

and compared using Log-Rank. The significance level adopted was p<0.05.

RESULTS

The median follow-up time was 37 (3-1200) months. 198 participants were

included, 88 with IPF and 110 with FHP. Table 1 shows the participants characteristics.

Patients with IPF were more frequently male, older, smokers or former smokers,
had Velcro crackles on lung auscultation, an UIP pattern on HRCT, and were more
frequently treated with antifibrotics (p < 0.05). Among the 88 IPF participants, 35%
were treated with antifibrotic drugs, and 13% from the FHP group were treated with
nintedanib (p<0.001; data not shown). FVC was greater in the IPF group (p=0.02),
especially in the F-IPF. Gas exchange (expressed by SpO:2 in rest and DLCO%) did

not differ between the groups.

By univariate Cox proportional hazards analysis for mortality, age [(hazard ratio
(HR), 1.03; 95% CI 1.01 to 1.06; p = 0.01)], FVC% (HR, 0.96; 95% CI 0.94 to 0.98; p
< 0.01), Sp02% (HR, 0.86; 95% CI 0.76 to 0.97; p < 0.02) and family history of
pulmonary fibrosis (HR, 1.79; 95% CI 1.09 to 2.93; p = 0.02) were associated to
mortality. After adjusting for these four covariates, patients with F-IPF and F-FHP had
similar survival curves but worse than the ones of the counterpart sporadic forms
(Figure 1). The median survival for the FPF group was 46 months compared to 75

months of the non-familial presentation group (p <0,05).

DISCUSSION

The present study shows that patients with familial presentations of IPF and
FHP have similar and lower survival than patients with sporadic forms (46 versus 75

months).
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FPF can present different phenotypes, even within the same family.® 4) The
frequency of FHP in Brazil is high (19%) and there are gaps regarding survival in F-
FHP.®) Cutting et al., evaluating 1262 patients with ILD with different phenotypes,
showed a lower survival rate in those with FPF, regardless of the underlying etiology.®
Participants with F-IPF showed an 80% increased risk of death or lung transplantation
compared to those with sporadic IPF (HR, 1.8; 95% CI 1.37 to 2.37; p < 0.001), while
those with familial non-IPF ILD showed a two-fold increased risk compared with non-
IPF ILD without a family history (HR, 2.08; 95% CI 1.46 to 2.96; p < 0.001).®) In a
smaller cohort, Newton et al. found no difference in patient survival when categorized
by diagnosis: the sample's median survival rate was 2.75 years (95% Cl 1.64—-4.61)
for IPF and for 3.11 years (95% CI 2.56 to 4.82) for non-IPF ILD.® In their sample,
among the 77 evaluated, 12% were diagnosed with FHP.®* Unlike our findings, the two
other studies included several etiologies in the analysis of non-IPF ILD which may have
influenced the final results. We evaluated only IPF and FHP due to the high prevalence
of FHP in Brazil and to avoid bias related to other diagnoses that could be influenced

by immunosuppression treatment.

The median survival described in FPF varies between 2.9 and 4.2 years.(134.10)
However, the studies used different methodologies, which makes comparisons difficult.
In our results, the median survival was less than 4 years in familial diseases and there
was no difference between F-FHP and F-IPF, suggesting that an interaction between
genetics and environmental exposure may confer greater severity and shorter survival
in F-FHP as well.

This study has limitations. It is a retrospective observational study. However, a
significant number of patients were followed-up for a long period, justifying the
robustness of the findings. Not all patients were using antifibrotics. This group of
medication was only approved in 2014 in Brazil and access is still difficult due to the
lack of public protocols and the high cost of the medication. And, finally, we do not

have routine genetic tests for familial ILD.

In conclusion, patients with IPF and FHP in familial presentations have
significantly lower survival in comparison to patients with the same diseases, but with
non-familial presentations. In clinical practice in several countries, genetic tests are not

widely available, so family history should always be investigated.
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Table 1: Sample clinical, functional and tomography findings.

Final Diagnosis

Variables IPF (n=88) FHP (n=110)

Family history NF-IPF F-IPF NF-FHP F-FHP
n=52 n=36 n=80 n=30

Age, years (+ SD) # 70+8 70+8 63 +12 64+9

Female, n (%) # 12 11 39 16
(23.0%) (31.0%) (49.0%) (53.0%)

Smokers/former 34 24 45 17

smokers, n (%) #
(65.0%) (67.0%) (56.0%) (57.0%)

Dyspnea (mMMRC), n

(%) *

O mMRC 4 11 6 4
(7.7%) (30.5%) (7.6%) (13.4%)

| MMRC 27 19 28 15
(51.9%) (52.7%) (35.0%) (50.0%)

I MMRC 15 6 37 9
(28.9%) (16.8%) (46.2%) (30.0%)

Il mMMRC 6 0 8 1
(11.5%) (0%) (10.0%) (3.3%)

IV mMRC 0 0 1 1
(0.0%) (0.0%) (1.2%) (3.3%)

Velcro crackles” 45 26 51 20
(87.0%) (72.0%) (64.0%) (67.0%)

FVC% (x = SD), 75+ 15 82+19 70+ 15 72 +16

n=196%

DLCO% (x £ SD), 58 + 15 61+19 55+ 17 61+ 16

n=103

SpO2(x+£S8SD),n=194 947+18 947122 948+21 95.0+1.8



HRCT pattern, n (%) #

UIP

Probable UIP

Alternative diagnosis

Antifibrotics
treatment®

38

(73.0%)
11

(21.2%)
3

(5.8%)
8

(15.0%)*

16

(44.4%)
19

(52.7%)
1

(2.9%)
23

(64.0%)

10

(12.5%)
30

(37.5%)
40

(50.0%)
7

(9.0%)*

7

(23.3%)
9

(30.0%)
14

(46.7%)
7

(23.0%)

#: p < 0.05 between the four groups (t- student test or ANOVA).

*: p <0.05 between the groups with and without family history

F-IPF: familial idiopathic pulmonary fibrosis; NF-IPF: non familial idiopathic
pulmonary fibrosis; F-FHP: familial fibrotic hypersensitivity pneumonitis; NF-
SD: standard

FHP: non familial fibrotic hypersensitivity pneumonitis;

deviation; mMRC: modified medical research council dyspnea scale; FVC%:
forced vital capacity percent predicted; DLCO%: lung diffusion capacity for
carbon monoxide percent predicted; SpO2: peripheral oxygen saturation;

HRCT: high resolution computed tomography; UIP: usual interstitial

pneumonia.
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Figure 1: Survival in the idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and fibrotic
hypersensitivity pneumonitis (FHP) groups, separated by diagnosis and family
history, considering covariates with significant differences between groups.

Kaplan—Meier analysis, Log-rank test p <0 .05.

NF-IPF: non-familial idiopathic pulmonary fibrosis; F-IPF= familial idiopathic pulmonary
fibrosis; NF-FHP: non-familial fibrotic hypersensitivity pneumonitis; F-FHP: familial

fibrotic hypersensitivity pneumonitis.



98

8. CONSIDERAGOES FINAIS

As doencgas pulmonares intersticiais trazem grande impacto na qualidade de
vida dos pacientes acometidos, e a despeito dos tratamentos disponiveis, ainda
apresentam sobrevida reduzida quando comparada a outras doencgas crbnicas. A
identificacdo de formas familiares aumentou ao longo dos anos, principalmente apos
as décadas de 90 - 00, com a expansao de tomografias com cortes de alta resolugéo
e ferramentas de sequenciamento genético e genotipagem.

Nossos achados trazem novas informacdes sobre genética e interagdo gene-
gene e o impacto de variantes, raras e comuns, na evolugao da FPF. A presenga da
associagdo de variantes raras dos genes associados a biologia dos teldmeros,
comprimento telomérico e polimorfismo MUC5Brs35705950 cooperam entre si para o
desenvolvimento de fibrose pulmonar. Além disso, a presenca de variantes raras
também contribuiu para pior evolugao da FPF. Esses resultados indicam que essas
variantes e a medida de comprimento dos teldmeros podem se comportar como
marcadores de prognéstico e ferramentas de rastreio em familiares de pessoas com
DPI, principalmente no grupo de pacientes com diagndstico prévio de alguma
telomeropatia.

Os achados desse estudo confirmam ainda o progndstico reservado da fibrose
pulmonar familiar e sua sobrevida limitada. Os resultados apresentados reiteram a
importancia da investigacao rotineira de historia familiar na avaliacéo de pessoas com
DPI, ja que mostram que FPF nas etiologias de FPI e PHf tem sobrevida 2,5 anos
inferior que pacientes com o mesmo diagndstico, porém em apresentagdes
esporadicas.

Portanto, esse trabalho adiciona a literatura médica dados que confirmam a
forma progressiva de comportamento da FPF e reforgcam a urgéncia em se encontrar
um marcador, seja este clinico ou genético, que permita identificar mais precocemente
familiares que potencialmente podem evoluir com doenca intersticial. E fundamental
que esse grupo seja individualizado na condugdao de estudos randomizados
futuramente para que seja avaliado inicio de tratamento precoce, como o uso de
drogas antifibréticas ja precocemente e nao apenas quando se confirmar o

comportamento de fibrose pulmonar progressiva
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10.APENDICES

APENDICE 01 QUESTIONARIO PARA AVALIAGAO DE EXPOSIGAO AMBIENTAL

—

. Mora em fazenda e tem silos? Sim__ Nao___

2. Passaros emcasa? Sim__ Nao
a) Pombo; b) Periquito; c) Papagaio; d) Canarios; e) Calopsita.
3. Coelhos? Sim__ Né&o_
4. Aparelhos de ar condicionado em casa ou no trabalho? Sim__ Nao_
5. Umidificador ou vaporizador em casa ou no trabalho? Sim__ N&o__
6. Acumulo de fungos ou bolor em casa ou no trabalho (paredes, assoalhos,

moveis, colchdo)? Sim__ Nao_
7. Cheiro de mofo em casa ou no trabalho? Sim__ Nao__
8. Vazamentos em casa? Sim__ Nao__
9. Frequenta saunas de agua quente? Sim__ N&o___
10.Piscina em casa? Sim__ Nao__
11.Fonte de agua interna em casa? Sim__ Nao__
12.Travesseiros ou acolchoados ou almofadas de penas? Sim__ Nao_
13.Decoracdo com penas? Sim__ Nao_
14.Trabalha/trabalhou com tintas ou vernizes? Sim__ Nao_
15. Trabalha/trabalhou com madeiras/serrarias? Sim__ N&o
16. Trabalha/trabalhou com fluidos metalicos? Sim__ Nao__
17.Trabalha/trabalhou com sprays de espuma? Sim__ N&o___
18. Trabalha/trabalhou com alimentos para peixes ou aves? Sim__ Nao___
19. Trabalha/trabalhou com farinha de trigo? Sim__ N&o___
20.Tem plantas e manipula terra e adubos? Sim__ Nao___
21.Alguma exposigao a inseticida ou sulfato de cobre? Sim__ Nao___
22.Toca instrumentos de sopros? Sim__ Néao___
23.Usou algumas dessas medicagdes? Sim__ N&o___
a) Amiodarona; b) Nitrofurantoina; c) Bleomicina; d)Metrotrexate; e)
Carbamazepina.

24.Ja realizou tratamento com radioterapia? Sim__ Nao
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APENDICE 02 PARECER CONSUBISTANCIADO UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plaboforma
MINAS GERAIS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracteristicas clinicas, funcionais, moleculares e sobrevida de pacientes com
doengas pulmonares intersticiais (DPIs) do ambulatério de Doengas Pulmonares
Intersticiais do HC/UFMG

Pesquisador: ELIANE VIANA MANCUZO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 44843215.5.0000.5149

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.563.421

Apresentacao do Projeto:

Mesma apresentacao do parecer 1.114.306 de 18/06/2015

Objetivo da Pesquisa:

Mesmo objetivo do parecer 1.114.306 de 18/06/2015

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Mesma avaliagao do parecer 1.114.306 de 18/06/2015

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisadora solicita inclusao de nova metodologia ao estudo que é a analise molecular dos pacientes
com Fibrose Pulmonar Familiar.

Consideragcoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

Novo TCLE e novo projeto foram submetidos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

SMJ, sou favoravel a aprovagao da emenda.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugcao CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o

Enderego: Av. Presidente Antonio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@ prpg.ufmg.br
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Continuagao do Parecer: 2.563.421

Qo ™

desenvolvimento da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacao
relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a
este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_108267| 26/02/2018 Aceito
do Projeto 7_E1.pdf 15:55:54
TCLE /Termosde |TCLE_versao_2.pdf 26/02/2018 |ELIANE VIANA Aceito
Assentimento / 08:59:32 [MANCUZO
Justificativa de
Projeto Detalhado / |Doencas_Pulmonares_Intersticiais_26_0| 26/02/2018 [ELIANE VIANA Aceito
Brochura 2_2019.pdf 08:59:17 [MANCUZO

or

Outros 448432155parecerrelassinado.pdf 08/02/2018 |Vivian Resende Aceito
11:10:00

Outros 448432155relparcialassinado.pdf 08/02/2018 |Vivian Resende Aceito
11:09:52

Folha de Rosto folha de rosto.pdf 03/05/2015 Aceito
10:58:55

Outros parecer Pneumo.pdf 28/04/2015 Aceito
19:53:11

Outros parecer Bias.pdf 28/04/2015 Aceito
19:52:47

Outros Parecer Camara. pdf 28/04/2015 Aceito
19:52:19

Outros parecer GEP.pdf 28/04/2015 Aceito
19:50:43

TCLE / Termosde |TCLE projeto DID.doc 28/04/2015 Aceito

Assentimento / 19:49:21

Justificativa de

énci

Projeto Detalhado / |Projeto de pesquisa - DPl.docx 28/04/2015 Aceito

Brochura 19:49:03

Investigador

Outros 448432155emendaassinada.pdf 26/03/2018 |Vivian Resende Aceito
10:50:26

Outros 448432155pareceremassinado.pdf 26/03/2018 |Vivian Resende Aceito
10:50:40

Situacao do Parecer:

Endereco: Av. Presidente Antonio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il
Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592

UF: MG

CEP: 31.270-901

E-mail: coep@ prpq.ufmg.br
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Continuacao do Parecer: 2.563.421
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Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)
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APENDICE 03 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Esta pesquisa seguira os Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolugdo numero 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Nome:

Ndés estamos convidando vocé ou seu responsavel legal a participar de um projeto de
pesquisa que se chama: Caracteristicas clinicas, funcionais, moleculares e sobrevida

de pacientes com doenga pulmonar intersticial

Este Termo de Consentimento pode conter palavras que o(a) senhor(a) ndo entenda.
Peca ao pesquisador que explique as palavras ou informacdes ndo compreendidas

completamente.

1- Pesquisador principal e outros pesquisadores: Profa.Eliane Viana Mancuzo,
professora do Departamento de Clinica Médica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Telefone de contato: (31) 9814-7691 e (31) 3409-9542.

Deborah dos Reis Estrella, mestranda do programa de ciéncias de saude do adulto.
Telefone de contato: (31) 996122960.

Prof. Ricardo de Amorim Correa, professor do Departamento de Clinica Médica da
UFMG. Telefone de contato: (31)999589575

2- Justificativa do projeto: O conhecimento das caracteristicas clinicas, da fungao
pulmonar e dos fatores associados ao risco de morte dos pacientes podera servir de
base para o melhor entendimento da doenca em nosso meio e para o estabelecimento

de politicas publicas mais adequadas a realidade desta populagao.

3- Objetivos da pesquisa: Verificar como os pacientes com Fibrose Pulmonar Familiar
evoluem ao longo do tempo ap6s diagnostico. Descrever as caracteristicas clinicas, a
espirometria, a difusdo de mondxido de carbono e o teste de caminhada destes

pacientes.



117

4- Procedimentos da pesquisa: Caso aceite participar da pesquisa, seus dados
contidos em prontuarios e exames que ja foram e sao realizados durante seu

acompanhamento serao coletados pelo pesquisador.

5- Beneficios: Os resultados obtidos neste estudo poderdo contribuir para
compreender melhor o impacto da sua doenca respiratoria na vida de pacientes como

VOCE.

6- Riscos e desconfortos: vocé se submetera a coleta de 4 mL de sangue periférico
para analise molecular em sangue periférico. O unico risco € o do desconforto da
pungao venosa que sera manejado individualmente. Entretanto, sabe-se que o risco
de sangramento é minimo e sera realizado por uma equipe qualificada. Vocé sera
conduzido em seu acompanhamento individualizado no Ambulatério de DPI-
HC/UFMG sem nenhuma modificacédo do seu tratamento. O estudo sera realizado por
meio de consulta ao seu prontuario. As informagdes obtidas pelo questionario serao

confidenciais, com o propdsito apenas para a realizacdo desta pesquisa.

7- Direito de recusa: vocé tem todo o direito de recusar a participar, em qualquer

momento da pesquisa, sem nenhum prejuizo em seu atendimento e tratamento.

8- Garantia de esclarecimento: em qualquer momento da pesquisa, vocé tem direito

de receber todas as informagbes acerca da pesquisa.

9- Garantia de sigilo: toda a informagao pessoal obtida nesta pesquisa € confidencial.
Os resultados da pesquisa serao apresentados em congressos e poderao ser
publicados em revistas médicas, sem nenhuma forma de identificacdo individual dos

participantes.

10- Ressarcimento e indenizagdo: vocé nao recebera nenhuma compensacgao
financeira para sua incluséo neste estudo, caracterizando o seu envolvimento como

participacao voluntaria.
11- Contato com os pesquisadores:

Profa. Eliane Viana Mancuzo, professora do Departamento de Clinica Médica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Telefone de contato: (31) 9814-7691
e (31) 3409-9542.
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Deborah dos Reis Estrella, doutoranda do programa de ciéncias de saude do adulto.
Telefone de contato: (31) 996122960.

Prof. Ricardo de Amorim Correa, professor do Departamento de Clinica Médica da
UFMG. Telefone de contato: (31) 999589575.

12- Consentimento:

Li ou alguém leu para mim as informagdes contidas neste documento antes de assinar
o termo de consentimento. Declaro que toda a linguagem técnica utilizada na
descricao deste estud de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que recebi
respostas para todas as minhas duvidas. Confirmo também que recebi uma copia
deste TCLE. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer

momento, sem perda de beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade para participar deste estudo.

Belo Horizonte, _ de de

Assinatura do participante ou responsavel

Assinatura do pesquisador

Em caso de duvidas sobre aspectos éticos dessa pesquisa, contatar:Comité de Etica
em Pesquisa da UFMG (COEP- UFMG): Av. Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il - 20 andar - Sala 2005, Campus Pampulha - Belo Horizonte, MG —
Brasil, CEP: 31270-901 Tel: 3409-4592 Email: coep@prpg.ufmg.br
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11.ANEXOS

ANEXO 01 FORMULARIO DO ESTUDO (Fornecido pelo doutor Carlos Alberto de
Castro Pereira e adaptado por doutora Eliane Viana Mancuzo)

Nome RH

Telefone (DDD) email

Sexo: Fem (1 Masc ] Idade: _ anos. Fumante: Nao [ Atual [ Ex [

Hospedeiro comprometido Nao [ Sim [J Qual

Tempo histéria:  meses

Tosse ausente [ presente [

Dispnéia: ausente [J; grandes esforgos [1 moderados esforgos (1 pequenos [ repouso
"1prejudicada 'l ou MRC___

Historia familiar de DPI Ndo (1 Sim [J

DTC: Nao (] Esclero [JAR [J LES [ Dmista [ Sjogren [1 Dermatopolio [ PIAAI [1 SAAS
J

DRGE nao [ passado [ atual [

DRGE exames: nao [] esofagite [ hipotonia distal [ pHmetria [

Drogas: Nao 1 Amiodarona [ Bleomicina 7 Minociclina [1 MTX [7; Nitrofurantoina [

Carbamazepina (] Radiagéo [ Outras [

Exposi¢ao PH- Passaros- pombos, periquitos, papagaios, canarios, calopsitas Nao [
Sim [J; mofo [ tintas [] travesseiro de pena [

Exposi¢ao ocupacional- Nao [ silicose [ asbestose [1 poeira mista [ beriliose [1 metais
1 gases/vapores [ produtos quimicos []

Exame fisico Normal (] Hipocratismo digital [1 Lesdes de pele [

Raynaud [ M&os de mecanico [ Artrite [ lesbes oculares [ Linfonodos [] Cardiopatia
"1 Estertores em velcro [1 Grasnidos [

Hepatomegalia [] Esplenomegalia [1 Outros
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Prova funcional: 1: ao diagnostico

CVF%___ VEF1% ___ VEF1CVF DCO%__
SpO2rep__ SpO2Ex ____

Prova funcional 2: aos 12 meses

Prova funcional 3: aos 24 meses

Autoanticorpos: FAN _ FR___ Outros

BTB [ ou CRIO [ Diagnostica [; achados histologicos compativeis [J; Anormalidades
inespecificas [1 Achados normais/negativos [
LBA M3% N% Li% Eo%

Bidpsia cirurgica Data I/

Biopsia de outro local

Diagnostico

Data_ / [/

Indefinido (0) [I; FPI (1) [J; Sarcoidose (20 [J; PH (3) & BOOP ()4 [J; PINE (5) [;
BRDIP/PID (6) [J; PIA (7) [J; Pneumoconiose (8) [1; LAM (9) [J; HX (10) [J; Proteinose
(11) ' Pneumonia eosinofilica (12) [J; Bronquiolite (13) [J; Vasculite (14) [;

DTC (15): Esclero [1; AR []; LES [ Dmista [ ]; Sjogren []; Dermatopolio [ ;PIAAI1;SAAS
. ;. FBC=16 ; Carcinomatose=17 [J; Drogas=18 [; outros=19[;
Qual

Pulméo terminal (20) [J; Microaspiracao (21); FPF (22) [

Discussao multidisciplinar Nao 1 Sim [
Diagnostico
Padrédo TCAR ATS:

PIU tipica [1 Provavel PIU (1 Indeterminada para PIU [ Diagnésticos alternativos [



TCAR DATA:

Alteragées TCAR

SIM

Alteragées TCAR

SIM

Distribuicao Craniocaudal

Opacidade aumentada

Predominante LLSS

Possivel dependente

Predominante LLII

Vidro fosco

Difusa

Sem fibrose

Distribuicdo Axial

Com achados de fibrose

Central /peribroncovascular

Consolidagao

Periférica/subpleural

Ao acaso

Central e periférica

Peribrénquica

Predominio unilateral

Periférica

Reducao de volume LLSS

Hipertransparéncias

Redugao volume LLII

Faveolamento

Opacidades reticulares

Cistos

Reticular n&o septal (irregular)

Enfisema

Reticular septal

Bronquioloectasias

Bronquiectasias tragéo

Linhas subpleurais

Bronquiectasias nao de

tracéo

Bandas parenquimatosas

Perfusdao em mosaico

Noédulos-Tamanho

Algaponamento de ar

expiratério

Pequenos (abaixo de 1 cm)

Pleura

Grandes (acima de 1 cm)

Espessamento/Placas/C

alcificagbes

Grandes- conglomerados/massas

Derrame pleural

Escavados Pneumotdrax
Distribuigao: Diametro artéria
pulmonar > aorta
Miliares Linfonodos
Centrolobulares Hilares
Peribroncovasculares Mediastinais

Subpleurais

Calcificagoes
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ANEXO 02 PARECER CONSUBISTANCIADO DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO (RIBEIRAO PRETO)

M~ < ® 0 & plataformabrasil.saude.gov.br O M + B8

Portal do Governo Brasileit

3 2 x B

N

- N ) )y
Pablico DEBORAH DOS REIS ESTRELLA - |[V3.8.2

Sua sessBo expira em: 39min 12
Vocé ests em: Piblico > Confirmar Aprovagio pelo CAAE ou Parecer

CONFIRMAR APROVAGAO PELO CAAE OU PARECER
Informe o namero do CAAE ou do Parecer.

Namero do CAAE: Namero do Parecer:
93617018.0.0000.5440 Pesquisar|

Esta consutta retoma somente pareceres aprovados. Caso ndo apresente nenhum resultado, o nimero do parecer informado néo é valido ou ndo cormesponde a um parecer
aprovado.
DETALHAMENTO

Titulo do Projeto de Pesquisa:

Correlagdo entre gendtipo,

e fendtipo nas
Namero do CAAE:
93617018.0.0000.56440

Numero do Parecer:
4940397

Quem Assinou o Parecer: Pesquisador Responsavel:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA Rodrigo do Tocantins Calado De Saloma Rodrigues
Data Inicio do C Data Fim do C

02/07/2018 29122023

Contato Pablico:

Rodrigo do Tocantins Calado De Saloma Rodrigues

Voltar]
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ANEXO 03 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO (RIBEIRAO PRETO)

Titulo da pesquisa: Correlagao entre genétipo, comprimento telomérico e fenétipo nas

telomeropatias
Pesquisadores responsaveis: Rodrigo do Tocantins Calado de Saloma Rodrigues

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento em duas vias. Caso o(a)
senhor(a) ndo aceite participar da pesquisa, ndo sera penalizado(a) de forma alguma
e seu atendimento nao sera prejudicado na Instituicdo. No6s estudamos doencgas que
afetam sangue, pele, pulmao e/ou figado. Essas doengas podem ser causadas por
varios motivos: uso de substancias toxicas, medicamentos ou por defeitos no nosso

DNA (mutacdes).

O objetivo da pesquisa ¢é identificar mutagdes genéticas que causam reducgao
na produgao de células do sangue, doengas dos pulmdes ou do figado. Alguns desses
defeitos genéticos provocam o encurtamento rapido das pontas do nosso DNA,
conhecidas como telédmeros. Direta ou indiretamente, o encurtamento dos telébmeros
leva ao desenvolvimento de problemas no sangue, no pulmao, no figado e pode
aumentar as chances do surgimento de alguns tipos de canceres. Esse estudo € do
tipo caso- controle, ou seja, vamos comparar pacientes afetados com essas doencgas

(casos) com individuos saudaveis (controles).

Caso concorde em participar, o(a) senhor(a) devera doar amostra de sangue.
A coleta sera feita por pungéo de veia do brago. Caso o(a) senhor(a) queira, podera
ser convidado a doar também uma amostra de pele uma unica vez, retirada da regiao
interna do brago ou na regido posterior do quadril (onde é feita a bidpsia de medula
O0ssea) por meio de uma “bidpsia por punch”. A bidpsia é realizada, com anestesia
local, utilizando-se uma pinga parecida com um canudinho que faz uma pequena

perfuragao na pele do braco, de onde a amostra é coletada.

Os riscos e desconfortos da pesquisa sdo minimos e estao relacionados a

coleta da amostra de sangue, de pele, ao estoque temporario dessas amostras e de
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informagdes clinicas. Na coleta de sangue, o desconforto que vocé pode sentir é
apenas da picada da agulha e um potencial hematoma (vermelhiddo) que possa se
formar no local da picada (cerca de 10% dos casos). Na “bidpsia por punch”, o
procedimento é realizado com anestesia local e é necessario a sutura (dar um ponto).
O desconforto que vocé pode sentir € minimo e somente em decorréncia do furo que
se faz, como um beliscéo. Infecgédo no local da coleta (de sangue e de pele) acontece
muito raramente, pois o material utilizado em ambos os procedimentos € estéril e o

local da picada ou da biopsia é bem higienizado.

Todas as informacgdes obtidas nos testes realizados serdo mantidas em sigilo
€ apenas 0s pesquisadores responsaveis terao acesso as suas amostras guardadas
no freezer e as informacgdes obtidas. As amostras guardadas no freezer serdo

numeradas e nao conterao nenhuma informagéo que possa identificar o doador.

Nao ha nenhum beneficio imediato para o(a) senhor(a) por participar do estudo.
No entanto, essa pesquisa pode nos ajudar a esclarecer quais trechos do DNA (genes)
sdo importantes para manter a integridade das células do sangue, do pulmao e do
figado, por exemplo. Com isso, podem ser estabelecidos mecanismos que explicam
as doengas que acometem esses 6rgaos, melhorando o diagndstico e possibilitando

novos tratamentos no futuro.

Sua participacdo nesta pesquisa é voluntaria e o(a) senhor(a) tem liberdade
deixar de participar a qualquer momento, € so avisar algum dos pesquisadores. Caso

nao aceite participar o seu tratamento no Hospital sera o mesmo.

Sera mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo,
para assegurar a privacidade dos participantes. Caso o(a) senhor(a) se sinta
prejudicado em participar desta pesquisa, o(a) senhor(a) podera buscar indenizagao

de acordo com as normas vigentes no pais.

Os pesquisadores estardao disponiveis para qualquer duvida a qualquer
momento durante o estudo e o senhor(a) tem a garantia de acesso aos resultados da

pesquisa.
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Caso tenha duvidas sobre aspectos éticos desta pesquisa o(a) senhor(a)
também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto pelo telefone (16) 3602-2228.

Esta pesquisa esta vinculada ao biorrepositorio Faléncia Medular e
Telomeropatias criado no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto ou na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP com o objetivo de guardar amostras de soro, de
células, de DNA, de RNA e de proteinas extraidos a partir do sangue e da biopsia de
pele de pacientes acometidos com faléncia da medula éssea, telomeropatias ou
individuos saudaveis. As amostras devem ser armazenadas, pois ndo € possivel
realizarmos todas as analises no mesmo momento da extracdo do material. Sao
necessarias diversas técnicas que demandam tempo, para medirmos o comprimento
telomérico, investigarmos as mutagdes genéticas e o impacto delas nas doencas
estudadas. Gostariamos de convida-lo(a) a autorizar a coleta, o depdsito, o
armazenamento e a utilizagdo do material biolégico humano de sangue e biopsia de

pele para fins de pesquisa e analise cientifica.

Este material sera coletado durante preferencialmente junto com os exames de
sangue que serao realizados de rotina ou durante o atendimento ambulatorial.
Utilizaremos suas amostras para fazer teste de comprimento telomérico, investigagao
as mutagdes genéticas e expressao génica. Apos coletado, o material sera guardado
em biorrepositério no Laboratério de Hematologia Translacional, bloco G, Hospital das
Clinicas na FMRP-USP, Campus Universitario s/n, CEP 14048-900, Ribeirdo Preto-
SP, telefone (16) 3602-2294. As amostras serdao armazenadas num prazo maximo de
10 anos. Os pesquisadores responsaveis pela equipe se comprometem a identificar
as amostras e os dados coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua
confidencialidade, para isso a suas amostras de sangue e de pele serdo identificada

por meio de numeros e letras.

Quanto ao material, sera coletada uma amostra de sangue (20 mililitros, o
equivalente a duas colheres de sopa) e/ou uma pequena amostra de pele (com o
didmetro de um canudinho e um profundidade de 1 centimetro). Em decorréncia da
coleta existe um pequeno risco de infecgdo no local, por isso sao utilizados materiais
estéril e descartavel. O desconforto da biopsia de pele € amenizado com anestesia

local.
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Sua participacao € voluntaria, tendo liberdade de aceitar ou ndo que sua
amostra seja guardada, sem risco de qualquer penalizagdo ou prejuizo no
atendimento que Ihe for prestado. O (A) senhor(a) também tem o direito de retirar seu
consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado a qualquer

momento.

Solicitamos também os dados de contato do(a) senhor(a), para que seja
possivel encontra-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as
informacgdes de seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do
estudo com seu material biolégico. Também solicitaremos sua autorizagdo, se

necessario, para o descarte do material armazenado ao final do estudo.

Declaramos para os devidos fins que a cada a nova pesquisa o senhor(a) sera
contatado para a utilizagdo do seu material biolégico armazenado neste
biorrepositdrio, e também a nova pesquisa sera submetida a aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP).

Solicitamos seus dados de contato e sua assinatura, tendo recebido as
informagdes acima, para confirmagao de aceitacdo de participagdo. Também
afirmamos que uma via deste documento, devidamente assinada e rubricada, sera

entregue ao senhor (a).
Assentimento do menor de idade

Nés estudamos doengas que geram sérios problemas na produg¢ao de sangue,
na pele, no funcionamento do pulmao e/ou do figado. Elas podem ser causadas por
varios motivos, como por exemplo, o uso de substancias toxicas, medicamentos ou
por defeitos no nosso DNA (mutagdes). Algumas mutagdes genéticas levam ao
encurtamento exagerado das pontas do nosso DNA (os telédmeros) trazendo graves
consequéncias para a saude. Ainda conhecemos pouco sobre essas doencgas, o que
justifica estudarmos mais e para isso precisamos de sua ajuda. Nesse estudo vamos
comparar um grupo de pessoas saudaveis com um grupo de pessoas afetadas com
problemas no sangue, na pele, no pulméo e/ou no figado. Vocé n&o terd nenhum
beneficio direto nessa pesquisa, mas contribuirda para que os cientistas possam

futuramente para melhorar o diagnostico dessas doengas e descobrir novos
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tratamentos. N&s apenas precisamos de um pouquinho do seu sangue (duas colheres
de sopa) e, caso vocé permita, coletaremos também um pequeno pedaco da sua pele,
do tamanho da ponta de uma caneta. Quase nio ddi e os riscos sao minimos. O seu
material sera armazenado sobre sigilo e ao final dessa pesquisa descartaremos tudo.
Sua participagdo ndo € obrigatéria e mesmo que vocé aceite, podera desistir a
qualquer momento. Vocé concorda em participar dessa pesquisa? Se a resposta for

sim preencha (ou pecga ao seu responsavel que preencha) os dados abaixo.
Dados do participante:

Nome:
RG: ,

Endereco:

no )

Bairro , Cidade , Telefone

()

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso o(a)

senhor(a) tenha alguma davida posteriormente:

Dr. Rodrigo do Tocantins Calado - Telefone (16) 3602-2294 ou (16) 3602-1000 bipe
7103 (Hematologia)

Laboratério de Hematologia Translacional, Bloco G, Hospital das Clinicas na FMRP-
USP, Campus Universitario s/n, 14048-900, Ribeirdo Preto-SP.

Nome do participante:

Assinatura:

data:

Nome do pesquisador:
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Assinatura:

data:

Dados do responsavel legal ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura:

data:




