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Resumo

A cistinose é uma doenga metabdlica multisistémica, autossémica recessiva
caracterizada por uma acumulacgéo de cistina em diferentes 6rgaos e tecidos
devido a uma deficiéncia no transporte de cistina para o exterior dos lisosso-
mas. O gene responsavel pela doenga, CTNS, esta localizado no cromosso-
ma 17 e codifica para uma proteina de membrana lisossomal, a cistinosina.
Neste trabalho foram estudados doentes ndo relacionados provenientes
das consultas de adultos e pediatria de diferentes hospitais de Portugal con-
tinental e ilhas, que apresentavam proteinuria nao-nefrética, hipercalciuria,
hipocaliemia, hiperaminoaciduria, glicosuria e hipofosfatemia, sugestivo de
sindroma de Fanconi e queixas oculares. Bioquimicamente, a cistina intra-
leucocitaria foi quantificada, tendo-se igualmente efetuado a caracterizagéo
molecular do gene CTNS, inicialmente apenas direcionado para a pesqui-
sa da delecao de 57-kb, seguida da sequenciagao de todos os exdes codi-
ficantes do gene CTNS. Desde 1998 a 2017, 21 doentes cistinoticos foram
bioquimicamente caracterizados. Entretanto, 4 destes doentes faleceram e
dos restantes 17, apenas 11 foram estudados para o gene CTNS. Verificou-

se que 5 destes 11 doentes foram homozigéticos para a delegao de 57-kb
(10/22; 45,5%), e outros 5 foram compostos heterozigoticos para esta muta-
céo (156/22; 68,2%). As outras mutagoes identificadas foram: p.Q128X (c.721
C>T; 2/22), p.S139F (c.765 C>T; 4/22) e ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 1/22).
Todos estes 17 doentes cistindticos estdao em tratamento, sendo que 84%
séo adultos, 16% séo criangas jovens e 54,5% sao transplantados renais.
Este estudo efetuado ao longo de varios anos, reflete a experiéncia no
diagnostico e monitorizacéo dos doentes cistinéticos. Além disso, a carac-
terizagdo das mutagdes encontradas no gene CTNS, ressalta a importancia
para um screening inicial da delecao de 57-kb e permite um futuro aconse-
Ihamento genético aos casais de risco.

_Abstract

Cystinosis is a multisystemic autosomal recessive deficiency of the lysos-
somal membrane transporter protein (cystinosin) caused by mutations
in CTNS gene. This study summarizes the Portuguese experience in the di-
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agnosis and management of patients with this rare disease over the past
few years and reports recurrent mutations in the CTNS gene. Unrelated
patients from different pediatric and adult hospitals all over Portugal with
non-nephrotic proteinuria, hypercalciuria, hypokalemia impaired proximal
reabsorption of amino acids, glycosuria and hypophosphatemia, sugges-
tive of a Fanconi syndrome and ocular problems were studied. Intraleuko-
cyte cystine levels were determined and molecular analysis performed,
to determine the presence of the 57-kb deletion in CTNS, followed by
direct sequencing of the coding exons of CTNS. From 1998 to 2017, 21
cystinotic patients were biochemically diagnosed. From the remaining
17 (4 deceased), 11 were studied for CTNS gene. Five out of 11 patients
were homozygous for the 57-kb deletion (10/22; 45.5%), and other 5 were
compound heterozygous for this variant (15/22; 68.2%). The other muta-
tions found were p.Q128X (c.721 C>T; 2/22), p.S139F (c.755 C>T; 4/22)
and ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 1/22). All of these 17 cystinotic patients
are in treatment. Approximately 84% are adults, 16% are young children,
and 54.5% are kidney transplant recipient. The authors would like to empha-
size the importance of first screening for the 57-kb deletion since it is very
common in our population. This genetic study is the first in Portugal and it
could be the basis for future genetic counseling in cistinotic patients.

_Introdugéo

A cistinose (OMIM #606272) € uma doenca metabdlica rara au-
tossomica recessiva, caracterizada por uma acumulagdo anor-
mal de cistina em diferentes 6rgéos e tecidos devido a uma
deficiéncia no transporte deste aminoacido para o exterior dos
lisossomas, em resultado de mutagdes no gene CTNS (1), Este
gene, esta localizado no cromossoma 17p13, possui 12 exdes,
sendo que os primeiros dois exdes s&o ndo-codificantes (2:3),
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e 0s outros 10 exdes codificam para uma proteina de membra-
na lisossomal, de 367 amino&cidos, denominada cistinosina
(figura 1). A'incidéncia desta doenca estima-se ser de 1 para
100.000 - 200.000 nados-vivos, no entanto o nimero exato é
dificil de estimar uma vez que esta doenca é subestimada ou
muitas vezes ndo diagnosticada. Um dos sinais clinicos de cis-
tinose ¢é a sindroma de Toni-Debré-Fanconi, o que devera aler-
tar o clinico para um possfvel diagnéstico desta doenca (4).
Apesar dos rins serem o0 primeiro 6rgao a ser afetado durante
0 primeiro ano de vida, na maioria dos casos, existe também
0 envolvimento de outros 6rgaos, nomeadamente os olhos, a
tiroide, 0 pancreas, as génadas, os musculos e o sistema ner-
voso central (3:5). A gravidade do fenétipo clinico esta correla-
cionada com o respetivo gendtipo. A determinacao da cistina
intra-leucocitaria é fundamental para o diagnéstico e monito-
rizagdo da doenga (6), sendo a concentragéo de cistina intra-

leucocitaria um marcador patognémico da cistinose.

Figura 1: [ Metabolismo da cistina intracelular num individuo
normal (A) e num individuo doente com cistinose (B)
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A delecao de 57 pares de bases (57-kb) no gene CTNS € a
mutacdo mais comum na cistinose (7:8), estando represen-
tada em mais de 50% da populagao do norte da Europa e
América do Norte (3:7-13) g igualmente correlacionada com
elevadas concentracdes de cistina nos leucécitos. Contudo,
fora desta area geogréfica, esta mutacao deixa de ser pre-
valente, estando inclusivé em muitas regides, ausente. Pre-
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sentemente, mais de 200 mutagdes no gene CTNS tém sido
identificadas (http://www.hgmd.org/) (13-17).

A cistinose tem trés formas de apresentacao clinica, que di-
ferem na gravidade do fenétipo, idade de inicio dos sintomas
e genotipo. A forma mais grave e também a mais frequente
(em 95% dos casos) é a cistinose nefropatica infantil, também
denominada de cistinose nefropatica classica (MIM 219800);
a forma juvenil nefropatica (MIM 219900), menos severa e a
forma ocular, ndo nefropatica (MIM 219750) (18). A forma néo
nefropatica ou também denominada cistinose ocular, apre-
senta-se regra geral, no adulto e manifesta-se exclusivamente
pelo envolvimento ocular, através da deposicao de cristais de
cistina (18-20) Em alguns doentes, este envolvimento ocular
precede as manifestacdes renais ao longo dos anos 21), Tem
sido hipotetizado que as diferengas entre os diferentes feno-
tipos e a sua severidade se devem as diferentes mutagdes
associadas com as trés formas clinicas. Assim, parece que
individuos com cistinose infantil apresentam mutacées mais
graves em ambos os alelos (ex.: perda da fungao da protei-
na), contrariamente as formas menos graves de cistinose que
estdo associadas a mutagées menos patogénicas (7:22-24),
O estudo molecular do gene CTNS é por isso também muito
importante e ferramenta indispensavel no diagnostico pré-
natal (25),

Existem presentemente, varias linhas de tratamento, que pre-
vinem ou adiam a deterioracé@o da funcéo renal e/ou da ocor-
réncia de complicagbes extra-renais, como o hipotiroidismo,
diabetes mellitus, retinopatia, encefalopatia e miopatia (26:27).
A cistinose é um excelente exemplo de doenca pediatrica cujo
espectro atinge a idade adulta.

_Objetivo

Pretende-se com este trabalho divulgar a capacidade instalada
de estudo desta doenga rara bem como alertar para a impor-
tancia do diagnéstico atempado da cistinose quer do ponto de
vista bioquimico, através da quantificacéo da cistina intra-leu-
cocitaria, quer do ponto de vista do estudo molecular do gene
CTNS.
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_Material e métodos
Doentes

Desde 1998 até 2017, véarios doentes nao relacionados prove-
nientes das consultas de pediatria e de adultos de diversos
hospitais de norte a sul de Portugal continental e ilhas, foram
estudados com a hipoétese de diagnéstico de cistinose. Em 32
doentes, foram referidos sintomas sugestivos de sindroma de
Toni-Debré-Fanconi, nomeadamente: proteinuria ndo-nefrética
(<8,59 proteina/24h), hipercalcidria, hipocaliemia, hiperamino-
aciduria, glicosuria e hiposfosfatemia. Destes doentes estuda-
dos, 21 revelaram valores elevados de cistina intra-leucocitaria
no sangue (20,5 nmol/ % cistina/mg proteina) (8 do sexo mas-
culino e 13 do sexo feminino, com idades entre 1 e 40 anos),
4 faleceram, e em 2 perdeu-se 0 seguimento clinico (ex.: emi-
graram). Dos restantes 15, 11 foram geneticamente caracteri-
zados.

De salientar que nestes 21 doentes confirmados com cistino-
se, apenas num deles o diagndstico foi feito em idade adulta
(com 40 anos), através da observacéo de cristais de cistina
intraocular, no entanto este doente desde a idade pediatrica
apresentava queixas nefropaticas (nomeadamente, proteinu-
ria, calcilria, hipocalemia e hiperaminoaciduria).

Caracterizagdo bioquimica

A extrag@o da cistina intra-leucocitaria foi efetuada pelo
método descrito por Shotelersuk et al. (1998) (28) ¢ a quanti-
ficacao deste aminoacido analisada por cromatografia liqui-
da de troca iénica num BIOCHROM 30® (figura 3).

Os valores de referéncia utilizados foram os seguintes:

= |Individuos saudaveis: <0,5 nmol %2 cistina/mg proteina.

= |Individuos afetados sem tratamento: >0,5 nmol 2 cistina/
mg proteina.

= Individuos afetados com boa adeséo terapéutica: <1,0 nmol
Y cistina/mg proteina
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Caracterizagdo molecular

O DNA gendémico foi extraido a partir de sangue total (EZ1,
QIAGEN) e os 10 exdes codificantes e as respetivas regides
flanqueadoras do gene CTNS (NM_004937) amplificadas e se-
quenciadas através de métodos tradicionais. Em todos os do-
entes estudados, a delegéo de 57-kb foi a primeira mutagao a
ser pesquisada. Como populacdo controlo, foram estudados
100 individuos saudéveis (200 alelos), nao consanguineos e de
origem portuguesa.

_Resultados e discussao

Durante 19 anos, 32 doentes com suspeita de cistinose
foram estudados na Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética do INSA. Destes, 11 tinham uma cistina
intra-leucocitaria inferior a 0,5 nmol % cistina/mg proteina
em 2 amostras consecutivas (4) e foram assim considera-
dos negativos para cistinose. Dos restantes 21, a concentra-
cao da cistina intra-leucocitaria variou entre 0,5 e 8,0 nmol
Y2 cistina/mg proteina, e em 11 destes doentes o estudo mole-
cular do gene CTNS foi efetuado.

Todos os doentes estudados, acabaram por desenvolver
queixas oculares que revelaram a presenca de cristais
de cistina intra-ocular. No gene CTNS, foram observadas
quatro mutagdes patogénicas, sendo a delegdo de 57-kb
a mais frequente (68,2%; 15/22 alelos). Em 5 doentes,
esta delecdo encontrava-se em homozigotia (10/22;
45,5%) e em outros 5 doentes foram encontrados com-
postos heterozigdticos para a delegdo de 57kb (45,5%)
e para as mutacdes p.Q128X (c.721 C>T; 9,1%), p.S139F
(c.755 C>T; 9,1%) e ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 4,5%)
(tabela 1, figura 2). A mutagao p.S139F foi observada pela
primeira vez em homozigotia num doente. Neste estudo po-
demos concluir que doentes com mutacdes graves ou com
mutacdes que originem proteinas truncadas, como a dele-
cdo de 57-kb e p.T7FfsX7 ou a mutacdo p.Q128X, apresenta-
vam fenotipos severos associados com a forma infantil da
doenca, enquanto que a forma juvenil estava associado com
fendtipos mais moderados. Os 17 doentes cistindticos estao
em tratamento, sendo que 84% séo adultos, 16% séo crian-
cas e jovens e 54,4% j& s&o transplantados renais.
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Figura 2: Estrutura esquemética do gene CTNS (a amarelo).
357delGACT Q128X
l S139F
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Grande delegéo de 57 kb

Os numeros indicam os exdes e as setas azuis indicam as mutagdes encontradas nos 11 doentes cistindticos

caracterizados do ponto de vista molecular.

Também foi observado que os doentes com a delegdo de
57-kb tinham valores de cistina intra-leucocitaria mais eleva-
dos, 0 que também esta de acordo com a literatura (figura 3,
tabela 1), uma vez que esta mutagéao leva a auséncia da prote-
ina (4:8). De acordo com este estudo, em Portugal, a prevalén-
cia de cistinose esté estimada em 1:92.000 recém-nascidos.

Analisando o espectro mutacional encontrado na populacao
portuguesa com outras populacdes, verificamos que a dele-
céo de 57-kb é na realidade a mutacdo mais prevalente, o que
esta de acordo com a literatura. De facto, esta mutacao existe
em praticamente 50% dos cromossomas de cistinose nas po-
pulagées europeias (29:30), Est4 reportado na bibliografia que
esta delecéo teve um efeito fundador originado na Alemanha
por volta do I milénio d.C (37:9). Provavelmente, através dos
movimentos migratérios, esta mutacdo espalhou-se através
da Europa e norte de Africa, havendo como que um gradiente

Figura 3:
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de norte para sul, a semelhanca do que também aconteceu
com a mutacdo F508del na fibrose quistica. No entanto, se
por um lado a delegéo de 57-kb é a mais prevalente no norte
da Europa e norte da América, nas populagdes de origem
africana, no Mediterraneo e Médio Oriente, 0 mesmo néo
acontece (1416) Na realidade, fora desta &rea geografica
(Europa e norte da América), a delegao de 57-kb estéa pratica-
mente ausente, havendo outras mutagdes prevalentes (31-34),
Assim, a delec@o de 57-kb deverd ser a primeira mutacéo a
ser pesquisada, quer na populagéo portuguesa bem como na
populagdo espanhola (4). Apesar das mutagdes: p.S139F e
¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7), terem um efeito fundador espa-
nhol (12), a delegao c.18-21delGACT (p.T7FfsX7) j foi encon-
trada em diferentes populacoes desde a populagao europeia
até a populacdo do Médio Oriente e associada a uma grande
variabilidade e severidade de fenétipos.

Perfil cromatogréfico dos aminoécidos intra-leucocitarios.
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A seta indica o local onde a cistina (CYS) elui (C) - Perfil de um doente com cistinose (D) - Perfil de um individuo normal.



| de Saude

Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Tabela 1:

2019

nimero

Correlagéo entre o genétipo, valor de cistina intra-leucocitéria a idade do diagnéstico e forma

de apresentacgéo da cistinose nos doentes estudados.

Valor da cistina intra-leucocitaria

Mutacédo encontrada

(alelot/alelo2) PSS
Delecéo de 57-kb/Delegao de 57-kb (n=5)
Delecéo de 57-kb/Q128X (n=2)
Delecéo de 57-kb/p.T7FfsX7 (n=1)
p.S139F/p.S139F (n=1)
Delecéo de 57-kb/S139F (n=2)

Outro facto relevante é que na coorte estudada, nao tivemos
nenhum doente com a forma ndo nefrética ou ocular da
doenca (tabela 1), 0 que pode por um lado sugerir, a dificulda-
de que é muitas vezes de diagnosticar a cistinose e levar a
que muitos oftalmologistas ndo suspeitem logo desta doenca
como causa dos sintomas, e por outra, a raridade desta forma
de apresentagéo.

De salientar também a extrema importancia de um diagnosti-
co atempado desta doenca, que poderéa fazer a diferenca no
outcome dos sintomas e da resposta ao tratamento com cis-
teamina oral (Cystagon®) ou tépico local (Cystadrops®), ate-
nuando assim os efeitos da sindroma de Toni-Debré-Fanconi
e um substancial atraso na progressao da degradagao glome-
rular. A progressao da doenga renal, as complicagdes extra-

renais e uma diminuicdo da esperanca de vida sdo sem duvida
mais evidentes, em doentes que nao aderem ao tratamento.

_Conclusoes

Foram identificadas quatro mutagées no gene CTNS:
uma grande delecdo (57-kb), uma pequena delecao
(c.18-21delGACT) que origina uma proteina truncada
(p.T7FfsX7), uma mutagdo missense (p.S139F) e uma mu-
tacdo nonsense que origina um codao stop prematuro
(p.Q128X). A delecao de 57-kb é a mutac@o mais comum en-
contrada na populagéo portuguesa (68,2%). Desta forma,
é essencial que o rastreio desta mutacao seja o primeiro a
ser efetuado no estudo do gene CTNS, bem como a determi-

nagao da cistina intra-leucocitaria uma vez que esta sera

ao diagndstico
(nmol'zcistina/mg proteina)

Forma de apresentagao
da cistinose

[2,8-8,0] Forma Infantil Nefrépatica
[1,5e5,1] Forma Infantil Nefrépatica

[7.3] Forma Infantil Nefrépatica

[1,7] Forma Juvenil (tardia) Nefropatica
[2,2 e 3,7] Forma Juvenil (tardia) Nefropatica

uma ferramenta indispensavel na monitorizagao terapéutica
e no diagndstico da doenga. E, no entanto, necessario ter
atenga@o que em criancas muito pequenas a quantificacao
da cistina intra-leucocitaria, pode originar falsos negativos.
O diagnostico precoce desta doenca, é fundamental para
evitar a instalacdo de lesdes irreversiveis, pois a terapéutica
especifica pode retardar a progressao da doenca.

O estudo genético da cistinose é um estudo pioneiro em Por-
tugal e permitira o aconselhamento genético e o diagndstico
pré-natal em doentes com cistinose nefropatica na populacao
portuguesa.

Artigo original publicado em inglés: Ferreira F, Leal I, Sousa D, et al. CTNS
Molecular Genetics Profile in a Portuguese Cystinosis Population. Open J
Genet. 2018 Dec 18;8(4):91-100. doi:10.4236/0jgen.2018.84008
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