n,
¥

UNICAMPBE

Aline Roberta Bariani Marcelino

Polimorfismos -765G>C e 8473T>C no gene COX2 e
57460C>T no gene IFRD1 como modificadores da

gravidade da fibrose cistica

Campinas

2013



i



n,
¥

UNICAMPBE

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

Aline Roberta Bariani Marcelino

Polimorfismos -765G>C e 8473T>C no gene COX2 e
57460C>T no gene IFRD1 como modificadores da

gravidade da fibrose cistica

Dissertacio de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas para
obtencdo de titulo de Mestra em Ciéncias Médicas, drea de concentragdo em Ciéncias
Biomédicas.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELA ALUNA ALINE ROBERTA BARIANI
MARCELINO E ORIENTADO PELA PROF‘ DR. CARMEN SILVIA
BERTUZZO.

Assinatura do Orientador

Campinas

2013

iii



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARISTELLA SOARES DOS SANTOS — CRBa/8402
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UMNICAMP

Marcaolino, Aline Robarta Bariani, 1985

M331p Polimorfismos -765G-C & 8473T=C no gana COX2a
57460C=T no gene IFRD1 como modificadores da
gravidade da fibrose cistica/ Aline Roberta Bariani
Marcalino. — Campinas, 5P :[s.n], 2013,

Onentador : Carmen Silvia Bertuzzo.
Dissertagio (Mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade da Ciéncias Madicas.

1. Fibrosa cistica. 2. Polimorfismo {Genética). 3.
Fenatipo. |. Beruzzo, Camen Sihia, 1963-. Il
Universidade Estadual do Campinas. Faculdade de
Cidncias Méadicas. Il Titulo.

Informach Biblioteca Digi

Titulo em inglés: -7656G=C and 8473T=C COX2 polymorphisms and 57460C=T IFRD1
polymorphism as oystic fibrosis modifiers.
Palavras-chave em inglés:

Cystic fibrosis

Polymorphism, Genetic

Phenotype

Area de concentragio: Ciéncias Biomédicas
Titulagdo: Mestro em Ciéncias Madicas
Banca examinadora:

Cammen Sihvia Berturzo [Onientador]

Monica Barbosa da Melo

Ana Lucia Bruniali Godard
Data da defesa: 20-03-2013
Programa de Pos-Graduagfio: Ciéncias Médicas

v



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
ALINE ROBERTA BARIANI MARCELINO

Orientador (a) PROF(A). DR(A). CARMEN SILVIA BERTUZZO

MEMBROS:
1. PROF{A). DR(A). CARMEN SILVIA BERTUZZO (lfewr
y 7
2. PROF(A). DR{A). MONICA BARBOSA DE MELO M Bl s

!
/{//é /& :
3. PROF(A). DR(A). ANA LUCIA BRUNIALTI GODARD W f-'/'({{ /@Z

Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas

Data: 20/03/2013




Vi

Dedicatoria

Aos meus pais.



Agradecimentos

Agradeco a minha amada mae Denise, que sempre me ouve e me d4 for¢a com abracos,
conselhos ou apenas um pedaco de chocolate tornando tudo mais doce e simples.

Ao meu pai Ailton que com sua calmaria inata me trouxe tranquilidade durante nossas
intermindveis conversas. Ele que sempre acreditou em mim e incentivou a ser tudo o que eu sou
hoje.

Ao Felipe, meu namorado e meu amigo. Todo amor que ele entrega a mim torna minha vida mais
completa e mais fécil.

Ao meu querido irmdo Eduardo “Mano Brown” que aos fins de semana quando ele abandona Sao
Paulo e volta a grandiosa Valinhos enche meus dias de misica, risadas e alegria.

A minha amiga, companheira e professora Luciana “Mush” Bonadia que em aulas sobre o
envoltorio nuclear, conversas via SMS e conversas formais tornou meus ultimos anos muito mais
felizes e sabios.

Ao Fernando Marson que sempre me acalma e nunca recusa um cafezinho. Além de amigo, um
pesquisador essencial e de importancia tinica nessa caminhada.

A Luciana Montes Rezende que foi grande contribuidora na reta final deste projeto.

A aqueles que repartiram bancadas, risadas e conselhos ao longo de vérios fins de semana em que
éramos os poucos habitantes da FCM: Al€ e Si, vocés tornaram esses dias muito mais prazerosos!

A aqueles que de alguma forma e em algum momento tornaram a convivéncia no laboratério uma
grande alegria: Renato “Z¢” Santos, Milena Simioni, Marina Gonsales, [laria Sgardioli, Daniela
Furgeri e Daniela Souza.

A Daniele “Dida” Correa e a Marjory “Jojy” Marcello com quem tenho compartilhado alegrias,
aventuras, risadas e conhecimento desde 2004.

Agradeco aos meus colegas de profissdo: Roberta, Mara e Sula.

A professora Carmen Bertuzzo que desde 2005 me ensinou a continuar e tentar alternativas
mesmo quando tudo parecia nao funcionar. Foi além de minha orientadora, uma pessoa na qual
eu sempre soube que poderia confiar.

Aos pacientes e suas familias que permitiram a realizacdo deste estudo.

Agradeco especialmente aos meus alunos, que me ensinaram uma nova e feliz forma de viver.

Vil



"E preciso que eu suporte duas ou trés larvas se quiser conhecer as borboletas.
Dizem que sdo tdao belas!"

Antoine De Saint-Exupéry

viii



Resumo ‘ ‘ ‘

ix



Resumo

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca autossOmica recessiva causada por mutagdes no
gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) que acarretam em defeito
ou na auséncia da proteina por ele sintetizada. A CFTR, produto deste gene € uma proteina canal,
localizada na membrana apical das células, responsdvel pela conducdo de ions cloreto. As
mutacdes levam a auséncia da proteina CFTR ou a alteraciao qualitativa/quantitativa da proteina,
que acarreta no desequilibrio osmético entre os meios intra e extracelular. Como consequéncia ha
a ocorréncia de muco viscoso e de dificil excrecio nos pulmdes e obstrucdo dos ductos
pancredticos, afetando desta forma o sistema respiratério e digestério. Sdo conhecidas mais de
1.900 mutagdes no gene CFTR, sendo que mesmo em pacientes com mutagdes iguais como a
F508del — com alta prevaléncia na populacdo brasileira — ha divergéncia entre os fenétipos
observados. Dessa forma, o genétipo CFTR parece ndo ser determinante na modulacdo da
gravidade clinica, uma vez que, individuos com mesmo gendtipo CFTR apresentam
manifestacdes clinicas diferentes. Outros genes, diferentes do CFTR foram associados a
gravidade clinica dos pacientes, revelando que os produtos por eles expressos exercem algum
tipo de acdo modificadora do fenétipo da FC. Tais genes foram denominados modificadores e
atuam em fatores secunddrios relacionados a evolucdo do quadro clinico, como a articulacdo do
sistema imune. Os genes COX2 e IFRDI, com agdo importante no sistema imune € nho
recrutamento de células de defesa foram identificados como modificadores da FC em estudos
prévios realizados em uma populacdo diferente da brasileira. No presente estudo, os
polimorfismos -765G>C e 8473T>C no gene COX2 e 57460C>T no gene IFRDI, candidatos a
modificadores, foram identificados nos pacientes e um estudo de associagdo gendtipo-fendtipo

foi conduzido a fim de verificar a acdo moduladora de tais polimorfismos nos pacientes



estudados. Nenhuma associacdo foi encontrada, exceto para o ileo meconial (p=0,028 — em
pacientes com duas mutacdes identificadas no gene CFTR pertencentes a classe I, II e III) e para

a polipose nasal (p=0,022 — em pacientes sem considerar o genétipo CFTR) para o polimorfismo

8473T>C no gene COX2.
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Abstract

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) gene mutations that lead to defective polypeptide or
lack of the protein CFTR. The CFTR is a channel protein located in the apical cells membrane,
responsible for chloride ions conductance. The mutations lead to an osmotic disequilibrium
between intra and extracellular mediums, which causes viscous mucus production that is hard to
be eliminated from lungs and pancreatic ducts, affecting, this way, respiratory and digestive
systems. More than 1,900 CFTR different mutations are known, and even patients that carries
identical mutations as F508del — the most common one in Brazilian population — shows a great
discrepancy between the phenotypes that are observed. Thus, CFTR genotype seems not to be
crucial in disease clinical course modulation, once different subjects carrying the same CFTR
mutations reveal distinctive clinical manifestations. Genes besides CFTR were associated to CF
patients clinical manifestation, revealing that the molecules they express have some kind of
modifier activity in CF phenotype. Such genes were labeled as modifier genes and they act in
secondary factors related to clinical course evolution as immune system response. The genes
COX2 and IFRDI have an important role in immune system and defense cell recruitment and
they were identified as CF modifiers in previous studies that analyzed different population from
the Brazilian one. In this current study, the polymorphisms -765G>C, 8473T>C and 57460C>T
located in these genes were identified in our patients and association genotype-phenotype were
carried out in order to verify the modulator activity of such variants in the studied casuistic. There
was not found association, except for meconium ileus (p=0,028 — in patients with two CFTR
mutations from class I, II and III) and for nasal polyposis (p=0,022 — in patients whose CFTR

genotype was not considered) to 8473T>C polymorphism in COX2 gene.
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Caracterizacio da doenca

A Fibrose Cistica (FC), também conhecida como mucoviscidose ou doencga do suor
salgado é uma doenca monogénica autossOmica recessiva causada por mutacdes no gene
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator). Desta forma, apenas individuos com
duas mutagdes no CFTR manifestam a doenca. O gene CFTR estd localizado na regidao
7q3.1 (1), com 250 Kb e composto por 27 exons que codificam um RNA mensageiro de 6,5

Kb (2) (Figura 1).

7p22

7p21.3
7p211

7pl5 2
7pl4 3

7pidi
7p123

7pi21
7qi1.22

7q21 11
7q21.13

7021 3
7q22.

7q31.1
793131

7q31.33
4 70322

7033
7935

70362

Figura 1. Cromossomo humano 7. A seta indica a posi¢do do gene CF7R no cromossomo.

19



A proteina codificada pelo gene CFTR pertence a familia das proteinas ATP
reguladoras de transporte de fons, denominada Proteina Transmembrana Reguladora da
Condutancia Idnica, cuja sigla é CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator - e
apresenta 1480 aminodcidos (3). Devido a sua estrutura, constitui¢do € o modo como esta
inserida na membrana plasmadtica, a CFTR tem a estrutura de um canal que permite a

comunicacdo e transporte idnico entre os meios intra e extracelular (Figura 2).

/

Figura 2. Organizacdo do gene CFTR. Em 1 ¢ apresentada a regido cromossdmica na qual

Il

" membrana

A Ed

I

o gene esta localizado. Em 2 sdo apresentados os exons e introns constituintes do gene. Os
retangulos ao longo da linha, na figura 2, representam as regides codificantes (exons). Em 3
pode-se visualizar a proteina j4 sintetizada e ancorada na membrana plasmatica. Fonte:

http://www lifesciencesfoundation.org/.

20


http://www.lifesciencesfoundation.org/

A CFTR constitui um canal de cloro que se ancora na membrana apical de células
epiteliais das vias aeriferas, pancreas, intestino e no aparelho reprodutor. A conformagao da
proteina faz com que o poro por ela delimitado mantenha-se fechado, impedindo o
transporte i0nico entre os meios intra e extracelular. Em sua estrutura podem ser
distinguidos dois dominios transmembrana (MSD1 e MSD2), dois dominios com sitio de
ligacdo para o ATP (NBD1 e NBD2), e um dominio regulatério (R) que promove o
controle de abertura e fechamento do canal formado pelo polipeptideo (Figura 3). A porcao
R sofre fosforilacdo pela proteina quinase A (PKA), fazendo com que, desta forma, a
secrecdo de fons seja dependente de AMPc (1). Quando a CFTR ¢ fosforilada pela PKA,

ocorre a abertura a qual permite a secre¢do controlada de fons cloreto no fluido extracelular

).

I

COOH

® O
==
=
® e
OO0
® ®
® e
" e -
==t
]
1
—
S
e
O3
® e
S S
S
® &
- P

NH2

Figura 3. Estrutura da proteina CFTR demonstrando o canal formado pela ancoragem da
proteina CFTR na membrana apical das células. Na por¢ao intracelular estdo presentes os
sitios (NBD1 e NBD2) nos quais ocorre a fosforilacio do ATP (ATP binding site) e o
dominio regulatério (R) com funcdo de controlar a abertura do canal. Fonte:

http://www.genet.sickkids.on.ca.
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Desta forma, a presenca de mutagdes em ambas as copias do gene CFTR influéncia
a estrutura e funcionamento deste canal, bem como, sua presenga ou auséncia nas células;
como consequéncia hd diminui¢ao da condugao de ions cloreto (CI') pela membrana apical,
levando a distdrbios fisioldgicos nos 6rgdos afetados, o que caracteriza o quadro clinico
complexo dos pacientes com FC.

Sdo descritas mais de 1.900 mutacdes (5) no gene CFTR. Devido a esse elevado
numero e a fim de facilitar o estudo e entendimento dos processos fisioldgicos da doenca,
as mutacdes foram divididas em seis classes distintas, dependendo do tipo de evento
mutacional ocorrido e a consequéncia deste na célula afetada e proteina (6, 7) (Figura 4).
As mutacdes que provocam um sinal prematuro para o término da sintese proteica,
resultando em nenhuma proteina final sdo denominadas mutagdes de classe I. Mutacoes da
classe Il sdo caracterizadas pelo processamento e maturacdo proteica defeituosos,
resultando em uma molécula proteica CFTR anormal que ndo € ancorada a membrana
celular; a esta classe pertence a mutacdo F508del que € a mais frequente nos pacientes com
FC. A classe III € caracterizada por mutacOes que levam a produgdo de proteinas que
embora sejam ancoradas corretamente a membrana, sdo defeituosas quanto a regulacdo
i6nica, sendo que o dominio regulatorio € afetado. As classes I, II e III abrangem as
mutacOes mais graves, j4 que ndo ha praticamente nenhum funcionamento do canal de
cloreto, uma vez que, a proteina CFTR estd ausente ou com o dominio regulador
defeituoso. Na classe IV estdo presentes as mutagdes que reduzem a condugdo i6nica pelo
poro. MutacOes de classe V levam a diminui¢do da producdo normal da CFTR, afetando,
portanto, a quantidade de canais ancorados a membrana, reduzindo o transporte de ions

consequentemente. Por fim, a classe VI compreende mutacOes cujas proteinas sao

22



N

ancoradas a membrana, entretanto apresentam tempo de ancoragem reduzido, o que

também reduz o transporte de fons pela membrana apical (8).

Figura 4. No esquema de uma célula epitelial sdo representadas as classes de mutagdes no
gene CFTR. Mutagdes de classes I e II acarretam na ndo formagdo da proteina CFTR.
Proteinas decorrentes das mutagdes de classe III apresentam problemas na regulagdo do
funcionamento. As pertencentes a classe IV diminuem a quantidade de {fons que atravessam
o canal, as pertencentes a classe V apresentam menor quantidade de CFTR traduzida e

proteinas CFTR de classe VI apresentam tempo de ancoragem reduzido.
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A mutac@o mais frequente ocorre no exon 10 do gene CFTR e trata-se de uma
delecdo de trés pares de bases denominada F508del que leva a perda do aminodcido
fenilalanina na posi¢do 508 da proteina resultante. Na populacido da regido de Campinas
esta mutacdo contribui para cerca de 40 a 50% dos casos de FC (9, 10).

As consequéncias da perda de fun¢do da proteina variam de acordo com os tecidos
envolvidos. A proteina defeituosa causa transporte anormal dos ions cloreto pela membrana
apical das células epiteliais das vias aeriferas, pancreas, intestino e aparelho reprodutor.

Nas glandulas sudoriparas, ocorre falha na reabsorcdo dos ions cloro enquanto o
suor se move pelo ducto, o que ocasiona o actimulo deste fon no suor (Figura 5). Além
disso, ocorre a hiperatividade de um canal de sédio (ENaC) cujo funcionamento ¢é
dependente da CFTR, o que leva a secrecdo de s6dio para o meio extracelular (11).
Consequentemente, uma das manifestacoes cldssicas da doenca s@o os teores, tanto de sédio
como de cloro, alterados no suor dos pacientes. Tal sintoma explica o nome de “doenca do
suor salgado” que a FC também recebe. A forma mais simples de diagnosticar esta doenca
€ constatar a concentragdo destes ions em excesso no suor pelo “Teste de sddio e cloro” no
qual sdo determinadas as concentragdes dos ions sddio e cloreto no suor dos pacientes (12).

Ja no pulmao e no pancreas, outros 6rgios afetados pela doenca, a CFTR quando
ausente ou deficiente em seu funcionamento, ndo realiza a secrecdo de cloro, levando a
hiperatividade de um canal de sédio (ENaC), que aumenta a absorcdo deste fon. Em
decorréncia, ha a entrada de dgua no meio intracelular devido a diferenca de pressao
osmotica (Figura 6). Desta forma o meio extracelular, apds perder dgua por osmose, se
torna mais concentrado, tornando o muco extracelular mais espesso, acometendo o sistema
respiratorio, digestério e reprodutor (13, 14). Uma forma alternativa para o diagndstico da

FC ¢é a medi¢ao da diferenca de potencial na mucosa nasal e intestinal que permite a
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constatagdo do defeito basico da FC nos dois sistemas mais afetados: respiratorio e

digestorio (15).
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Figura 5. Papel da CFTR nas glandulas sudoriparas. Em 1 pode-se observar o ducto
sudoriparo de um individuo normal, no qual ocorre reabsorcao de cloreto, fazendo com que
a quantidade deste fon seja pequena na secrecdo eliminada. Em 2 pode-se observar o ducto
pancredtico de um individuo com FC. Devido a presenca da CFTR mutante, a reabsor¢ao
de cloreto € ineficiente, o que acarreta no actimulo deste fon no suor. Fonte:

http://cmr.asm.org/content/15/2/194/F1.expansion.html acesso em 02/03/13.

No sistema digestorio o muco pode obstruir o pancreas evitando que as enzimas
pancredticas alcancem o intestino, o que afeta de 85 a 90% dos pacientes com FC,
dependendo do tipo de mutagdes que o individuo apresenta. Os pacientes que nao
desenvolvem insufici€éncia pancredtica t€ém melhor progndstico, pois conseguem manter
melhor estado nutricional. Entretanto, a insuficiéncia pancredtica pode ser controlada pela
reposicdo enzimdtica e a ingestdo de suplementos nutricionais, que contribuem para

melhorar a qualidade de vida. No recém-nascido pode ocorrer ileo meconial, uma
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solidificacdo composta pelo meconio e pelo muco que se forma no ileo distal. Esta € a

manifestacdo mais precoce da FC, presente em 15 a 20% dos recém-nascidos com a doenga

(16, 17).
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Figura 6. Ac¢do da CFTR no epitélio pulmonar. Em individuos nio FC, a CFTR
posicionada na membrana apical € responsavel por secretar fons cloreto para o meio
extracelular, fazendo com que por osmose, grande quantidade de dgua se desloque para este
meio, caracterizando o muco com caracteristicas sauddveis. Em pacientes com FC, o
defeito na CFTR impede a secrecdo de cloreto para o meio extracelular, fazendo com que o
meio intracelular se torne hipertonico. Como consequéncia, a 4gua do meio extracelular se
desloca para o meio hipertdnico, tornando o muco viscoso, manifestacdo clinica mais

frequente nos pacientes com FC. Fonte: http://www.nchpeg.org/ acesso em 02/03/13.

Quanto ao sistema respiratério, noventa e cinco por cento dos individuos sdo
afetados e as manifestagdes apresentam-se de forma progressiva e com intensidade varidvel
(16). A doenca pulmonar apresentada pela maioria dos pacientes estd relacionada a
desidratacdo do muco que ocorre devido ao transporte idnico defeituoso (18). A hidratagcao

das vias aeriferas é essencial para um muco fluido e sauddvel, j4 que este representa a
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principal barreira entre o epitélio das vias aeriferas e o meio ambiente, constituindo o
primeiro mecanismo de defesa nas vias respiratdrias; além disso, o muco hidratado €
fundamental para o batimento ciliar adequado (19). O muco de pacientes com FC tem
caracteristicas adesivas e muito viscosas, tornando-o especialmente dificil de ser “limpo” o
que pode ter efeitos na infeccdo por bactérias, que encontram no muco o ambiente
adequado para o estabelecimento e formacdo de suas colonias (20). A infeccdo bacteriana
na maioria das vezes € adquirida na infancia e mantida até a vida adulta, sendo que
normalmente € restrita as vias respiratdrias e persiste mesmo depois de antibioticoterapia
intensiva. Nos primeiros anos de vida e infincia, a infeccao das vias aeriferas € geralmente
causada pelas bactérias Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae; posteriormente,
a infec¢do cronica € dada por Pseudomonas aeruginosa que predomina e estd presente em
80% dos individuos com FC (21). Ap6s a instalagdo bacteriana, a liberacdo de interleucina
8 pelo hospedeiro somada a presenca bacteriana promovem intensa migracao de neutréfilos
para os pulmdes afetados, o que posteriormente acarreta no aparecimento de substancias
pré-inflamatdérias e na ocorréncia de danos irreversiveis no tecido afetado (12).

As vias aeriferas superiores também sdo comprometidas em todos os pacientes,
incluindo a ocorréncia de polipose nasal caracterizada como prolapso da mucosa
respiratoria que ocorre em cerca de 20% dos pacientes (12, 22).

Quanto ao sistema reprodutor, a presenga do muco espesso compromete o
desenvolvimento do vaso deferente em individuos do sexo masculino, caracterizando a
agenesia bilateral do vaso deferente (CBAVD) o que leva a auséncia desta estrutura nos
pacientes, acarretando na infertilidade. Em pacientes do sexo feminino, o muco cervical é
espessado e impermedvel, resultando na obstrucdo da entrada do espermatozoide no canal

cervical, podendo causar reducdo na fertilidade (23).
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Incidéncia da FC

A FC ¢é a doenga monogénica autossOmica recessiva mais comum e grave, afetando
1 a cada 3200 nascidos vivos em caucasoides (24), sendo a frequéncia de heterozigotos
igual a aproximadamente 1 em 23, e rara em negros e asidticos (25). No Brasil, a incidéncia
da FC varia de acordo com a regido estudada. Enquanto na regido Sul a frequéncia ¢ de
1:2.500 nascimentos, no estado de Sdo Paulo a frequéncia ¢ igual a 1:8.403 (26).

A expectativa de vida dos pacientes varia muito e depende principalmente do tipo
de mutagdo que este possui, da adesdo ao tratamento e dos avancos no conhecimento sobre
a fisiopatologia da doenca. Na década de 70, apenas 50% dos pacientes atingiam os 15 anos
de idade, estimativa que atualmente é de cerca de 95% (27). Nas ultimas décadas, a
melhora no tratamento médico, o desenvolvimento de terapias e drogas com maior
eficiéncia, o aumento no ndmero de profissionais especializados no atendimento de
pacientes com FC, além da adesdo ao tratamento foram os responsaveis pelo aumento da
expectativa de vida de menos de 5 anos na década de 40 para 37 anos nos dias atuais (28).

Muitos fatores ndao genéticos determinam o curso da doencga: desenvolvimento de
novos antibidticos, reposi¢ao enzimatica, condi¢cao socioecondmica do paciente, qualidade
do atendimento clinico e acompanhamento recebido. Estes fatores influenciam o quadro
clinico, evidenciando a influéncia dos fatores nao genéticos na manifestacdo da doenca
(28).

Mickle e Cutting observaram que os pacientes que apresentavam a mutacdo F508del
na sua forma homozigota tinham, em geral, progndstico pior, havendo, portanto, associacao
desta mutacdo com a insuficiéncia pancredtica, doenga pulmonar grave e colonizacio

precoce por P. aeruginosa (13). Formas ndo cldssica da FC tém sido associadas com
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mutacdes que reduzem, mas nio eliminam, a fun¢do da proteina CFTR, essas incluidas
entre as classes IV, V e VI (29).

Estudos atuais tem se esforcado para relacionar o genétipo do gene CFTR com a
gravidade clinica apresentada pelos pacientes, entretanto, os resultados observados parecem
ndo ser consistentes. Em relacdo ao quadro pancredtico, hd alguma relagdo da mutagdo com
o fendtipo do paciente: mutagdes de classes I, II e III estdo associadas a ocorréncia de
insuficiéncia pancredtica, enquanto mutacdes de classes IV, V e VI geralmente
correspondem a suficiéncia deste 6rgao (8). Com excecdo da insuficiéncia pancredtica, o
curso clinico da FC ndo esté correlacionado com as mutagdes no CFTR necessariamente. O
gendtipo parece de fato ndo ser determinante na modulacdo da gravidade do quadro clinico,
uma vez que, individuos com a mesma mutacdo no gene CFTR apresentam manifestacdes

clinicas distintas (30).

Genes modificadores

Embora seja uma doenca monogénica cldssica, a FC € uma doenga que possui
expressividade fenotipica varidvel, ou seja, a gravidade da doenca pode ser muito diferente
entre os pacientes com FC, sejam estes individuos ndo relacionados ou de uma mesma
familia. Além disso, individuos com FC que possuem as mesmas muta¢Oes podem
apresentar grandes diferencas quanto a apresentagdo clinica da doenca (31, 32). Ha alguns
anos se acreditava que as diferencas observadas entre os pacientes eram decorrentes das
variacdes no tratamento recebido e no ambiente no qual os pacientes estavam inseridos,
porém atualmente, sabemos que existem outros genes capazes de modular o fendétipo.

Criancas com 0 mesmo genodtipo, mesmo irmaos ou gémeos monozigoticos, podem diferir
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quanto a apresentacao pulmonar (14). GEmeos monozigdticos t€m maior concordancia em
relacdo a apresentacdo clinica do que os gé€meos dizigéticos, forte evidéncia de que a
gravidade da FC seja modulada por fatores genéticos secundérios, além do CFTR,
denominados genes modificadores (33).

Boyle em estudo com 41 pares de gémeos com mesma mutacdo no gene CFTR,
encontrou que entre os pares monozigdticos havia maior concordancia em relacdo a
gravidade do quadro pulmonar que entre os dizigéticos. Este dado sugere que, ainda que o
genotipo CFTR seja idéntico, diferencas em outros genes podem influenciar o fendtipo
(34).

Assim, a baixa correlac@o entre genétipo e gravidade da doenca na FC tem levado a
procura de outros genes que possam explicar essas variagdes fenotipicas. Genes que
codificam outras proteinas como as do sistema imunolégico, controle de inflamagao, reparo
do epitélio e transporte de fons por canais ndo CFTR, sdo candidatos a influenciar de forma
indireta a gravidade da doenca (35). Os genes modificadores podem influenciar a gravidade
do fenétipo por véarios mecanismos. Podem modular o fenétipo agindo em nivel molecular,
alternando a conducdo de cloro, regulando o splicing e a expressio do gene CFTR. E
podem também modular a resposta inflamatdria e susceptibilidade a infec¢do. Além disso,
o quadro pulmonar desses pacientes pode ser modificado por genes associados com
clearance mucociliar e os danos e reparo do tecido epitelial (6).

A lista de genes candidatos a modificadores € extensa e inclui genes
predominantemente envolvidos no controle da infec¢do, imunidade e inflamacdo (36).
Merlo e colaboradores apontam que outros genes classificados como modificadores estao
relacionados ao trafego de proteinas e canais i0nicos alternativos (33). Outra possibilidade

¢ a de que pacientes com FC tenham um sistema de defesa inato das vias aeriferas com
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menor eficiéncia, o que os tornam mais susceptiveis ao ataque de virus e bactérias (37). E
provavel que a resposta imune intensa do paciente em resposta a infec¢do bacteriana seja a
responsavel pelos danos pulmonares sofridos, outro motivo que leva ao estudo de genes do

sistema imune e a identificacdo de genes modificadores (38).

Infecgdes pulmonares cronicas e insuficiéncia pancredtica sdo os principais
sintomas da FC. Terapias de reposi¢cdo enzimdtica podem trazer beneficios ao quadro
pancredtico e nutricional dos pacientes, dessa forma, a doenga pulmonar é considerada a
causa da morbimortalidade dos pacientes com FC. As infec¢cdes pulmonares cronicas que
ocorrem devido a diminuicdo de fluido na superficie das vias aeriferas, impedem o
clearance eficiente levando a criacdo de um ambiente favordvel para a instalacdo de
coldnias bacterianas. Como consequéncia, neutréfilos sdo constantemente recrutados nas
vias aeriferas, causando resposta inflamatdria persistente que pode variar entre os pacientes.
Sendo assim, diferencas genotipicas entre os pacientes que podem levar a alteracdes no
recrutamento de células de defesa e articulagdo do sistema imune sdo alvos de estudos para

a identificacdo de genes modificadores da FC (39).

A 1dentificacdo de genes modificadores pode ser util de vérias maneiras, uma vez
que, estes podem fornecer pistas para o entendimento de mecanismos patogénicos da
doenca, o que futuramente pode contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos e
terapias. Em adicdo, o conhecimento dos genes modificadores pode ser de relevincia em
triagens clinicas e no progndstico, 0 que motiva a existéncia de inimeros estudos voltados

para esta area (31).
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Genes modificadores da FC foram estudados a principio por Zielinski e
colaboradores em 1999 e desde entdo uma série de estudos tem buscado quais
modificadores estdo relacionado a modelagem fenotipica. A identificacdo de genes
modificadores pode ser feita por estudos de correlacdo genétipo-fendtipo associados com o
defeito basico da enfermidade. Sabe-se que os genes modificadores existem, mas o maior
desafio da atualidade € identificar quais sdo esses genes e de que forma eles sdo capazes de
alterar o fendtipo. Geralmente variacdes genéticas nos genes modificadores que tem pouco
ou nenhum efeito em individuos sauddveis podem modificar a doenca em pacientes com

FC.

Estudos de genes modificadores nos fornecem uma nova forma de compreender a
fisiopatologia, assim como sugere novas estratégias terapéuticas para a FC, tratamento e
acompanhamento diferenciados. A identificacdo de genes modificadores ird prover a
descoberta de novos caminhos da fisiopatologia e oferecer novos e potenciais progndsticos
e terapias. Além disso, tais estudos permitirdo a compreensdo da diversidade fenotipica

encontrada entre os pacientes com FC.

Gene COX2

O gene COX2 (Cyclo-oxigenase 2), também chamado de PTGS2 (Prostaglandin-
endoperoxide Synthase 2) estd localizado na regido 1q31.1, tendo 8 Kb e originando um
transcrito de 4,5 Kb no qual estdo contidos 10 exons que levam a tradu¢ao de uma proteina
de 604 aminoécidos (Figuras 7 e 8). A proteina sintetizada por este gene € uma enzima que

recebe o nome de ciclooxigenase 2 (COX2) que apresenta funcdo regulatéria no processo
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de conversdo de 4cido aracdonico livre em prostaglandina (PGH2) que leva a formacdo de
diversos prostanoides (40). Os prostanoides sdo mediadores importantes que controlam a
homeostase e regulam processos inflamatérios em respostas a infec¢dao ou trauma (41).
Existem duas isoformas da enzima COX, identificadas como COX1 e COX2, cada uma
com fungdes e papéis especificos (42). A isoforma COX1 € constitutivamente expressa na
maioria das células do organismo, ao contrario da isoforma COX2 cuja expressdo €
induzida e ocorre geralmente em resposta a processos inflamatérios locais. O COX2 foi
identificado como um gene de resposta imediata cuja sintese € rapidamente elevada em
resposta a diversas citocinas e fatores mitogénicos (43). Desta forma, situagdes patolégicas
levam ao aumento na expressiao do gene COX2, cuja expressdo pode ser reduzida por
inibidores com fun¢do de atenuar condicdes inflamatdrias cronicas (44). Embora a COX2
seja considerada como um agente pré-inflamatério, ha evidéncias de que a enzima seja
interessante alvo para o tratamento de doengas inflamatdrias cronicas, uma vez que, estudos
apontam que a COX2 desempenha outros papéis como anti-inflamatério, antifibrético e

antirdmbico (45).
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Figura 8. Estrutura do gene COX2 com 8,64 kb. A esquerda é representada extremidade 5’
na qual estd localizada a regido promotora. As caixas demonstram a sequéncia dos 10 exons

que compdem o transcrito.

34



Diversos genes indutores e controladores de inflamacdo, como o fator de necrose
tumoral (TNF) e a interleucina 6 (IL-6) apresentam polimorfismos de uma unica base na
regido regulatoria 5° dos genes; tais alteracdes tem a capacidade de modificar a expressao
génica e consequentemente interferem no processo inflamatério mediado pelas moléculas
por eles traduzidas (46, 47). A extremidade 5’ do gene COX?2 tem participacdo na regulacio
e expressdo de tal gene, sendo composta por dominios como TATAbox e diversos sitios de
ligacdo a AMPc, fator nuclear B, IL-6, GATAbox, o que sugere a existéncia de um
complexo arranjo de fatores envolvidos em sua regulacdo (Figura 9). Estudos e
experimentos que induziram mutag¢des na por¢ao 5’ do COX2 identificaram regides criticas
e elementos relacionados a inducdo da expressio do COX2 (48, 49). Dessa forma,
polimorfismos na regido 5° UTR do gene possuem papel significativo na expressio deste,

podendo levar a alteragdes na resposta inflamatéria de individuos.

CERP TATA box

AP-1 GATA box NF-kB CRE I
Exon 1
—— =4 & = H
-64/-52 0
-996/-985  -448/--439 135L121  -32M18
-1548/-1538

Figura 9. Regido promotora 5° UTR do COX2. Os sitios regulatérios como GATA e

TATAbox sdo especificados no esquema. Extraido de http://chem.rutgers.edu.

Devido a interferéncia e controle do processo inflamatério apresentado pelo COX2,
estudos classificaram tal gene como provavel gene modificador da FC. Estudo de Czerska e
colaboradores envolvendo 94 pacientes com FC que possuiam a mutagdo F508del em
homozigose comparou os achados clinicos dos pacientes com a presenga de variantes

polimérficas nos genes COXI e COX2. Como resultado do estudo, foi evidenciado que
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duas variantes no gene COX2 apresentaram papel modificador no quadro clinico dos
pacientes daquela regido (50). Os polimorfismos -765G>C (rs20417) e 8473T>C (1s5275),
sendo o primeiro localizado na regido promotora do gene e o segundo na regido 3’'UTR
permitiram a confirmac¢do do papel modificador do COX2 nos pacientes estudados. As
variantes foram associadas a diminui¢do na concentracdo da proteina e degradacdo do
RNAm de COX2. Uma vez que, o produto deste gene tem papel no sistema imune
provocando vasodilatagdo e migracdo de células em tecidos inflamados, variagdes em genes
relacionados a sua sintese podem levar a alteracdes no sistema imune do individuo e
consequente alteracdo do fenétipo do pacientes com FC (50).

Altos niveis de COX2, normais em condi¢des fisiolégicas podem ter impacto
negativo no efeito e gravidade da FC devido a intensa sintese de prostaglandina o que leva
a intensificacdo do processo inflamatério. Como j4 evidenciado em estudos, a inflamacdo
recorrente € um dos principais fatores que levam a rdpida deterioracdo das vias aeriferas na
FC e dessa forma, individuos com variantes cuja expressdo génica é reduzida estdo

associados ao quadro pulmonar mais leve (12).

Polimorfismo -765 G>C

Localizado na regido promotora, este polimorfismo tem sido relatado como
modificador da atividade génica. A substituicdo de uma guanina por uma citosina na
posicdo -765 localizada na regido promotora do gene COX2, esta presente em mais de 25%
da populacdo inglesa caucasoide. Estudo evidenciou que na presenga do alelo C, o gene
apresentou expressdo significativamente reduzida (cerca de 30% menor) quando comparada

com a presenca do alelo G (51).
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O mecanismo exato segundo qual o polimorfismo -765G>C reduz a atividade
promotora do gene ainda € desconhecido. Entretanto, sabe-se que tal regido ¢ um sitio de
ligacdo para o fator de ligacdo Spl que tem a fun¢do de ativar a transcricdo (52). Porém,
também € possivel que este polimorfismo possa alterar a habilidade de ligacdo de outros
elementos nesta regido, incluindo Sp3, fator de ligacdo que pode competir pelo mesmo sitio
de ligacdo que o Spl, porém com acdo contrdria a expressao génica (53).

O polimorfismo -765G>C tem sido amplamente associado a ocorréncia de diversos
tipos de cancer, entre eles o de colo retal (54, 58, 71, 72). A variante -765C aumenta de
forma significativa o risco de desenvolvimento deste tipo de cancer na populacio asidtica,
enquanto que o mesmo ndo foi observado em caucasoides, o que sugere o envolvimento de
caracteristicas genéticas préoprias da etnia e também de fatores ambientais nos quais os
individuos estio inseridos (54).

A presenca de outros polimorfismos na regido promotora de COX2 foi relatada,

porém nenhuma delas mostrou ser funcional ou associada a condi¢des inflamatérias (55).

Polimorfismo 8473T>C

Localizado na regido ndo traduzida (UTR) na extremidade 3’ do DNA, este
polimorfismo altera a expressdo génica pela alteracdo da estabilidade do RNA mensageiro e
eficiéncia traducional da proteina. Toda regido 3° UTR do COX2 compreende mais que
2.000 bases, e ha evidéncias de que esta regido desempenhe papel na regulacdo da
expressdao do COX2. O nivel de expressdao do COX2 € determinado em parte pela integracao
de multiplos sinais que regulam eventos pds-transcricionais que sdo dependentes de

sequéncias 3’UTR contidas no RNAm nao processado (56).
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A estabilidade e degradacdo do RNAm € parcialmente regulada pela ligacdo de
proteinas a regidio 3’ UTR do gene. E possivel, portanto, que single nucleotide
polymorphisms (SNPs) nessa regidao possam afetar a afinidade de tal ligacdo, e desta forma,
alterar a estabilidade e degradacio do RNAm. A consequéncia funcional da variante 8473C
ainda ndo € muito clara, mas devido a sua localizacdo sabe-se que ela pode afetar a
estabilidade e degradacdo do RNAm, diminuindo a concentragdo da enzima COX2 (57).

Estudo realizado por Lopez-Campos e colaboradores (2008) revelou que o
polimorfismo 8473T>C confere susceptibilidade a sarcoidose, doenca multifatorial que
afeta o pulmdo e apresenta elevada resposta inflamatéria. Portadores do gendtipo CC
apresentaram maior risco de desenvolver a doenga, provavelmente devido ao fato dp
polimorfismo se localizar em uma regido regulatéria que diminua a expressao do gene em
macréfagos alveolares (58).

Os polimorfismos 8473T>C e -765G>C ja foram descritos como envolvidos no
processo de carcinogénese, alterando a susceptibilidade de um individuo ao
desenvolvimento de cancer. A localizacdo desses SNPs evoca a importdncia dessas
variagdes, uma vez que, podem conferir alteracdo no produto génico, sendo que o gendtipo

8473C mostrou aumento de cerca de duas vezes no risco de cancer de prostata (59).

Gene IFRD1
O gene IFRD1 (Interferon-Related Developmental Regulator 1) localizado na regido
7q31.1 apresenta mais de 52 Kb, que originam um transcrito com 1834 bases, composto

por 13 exons responsdveis pela codificacdo de uma proteina constituida por 451

38



aminodcidos (Figuras 10 e 11). A proteina codificada recebe o nome de IFRD1, ou também

Tis7 e PC4 (60).
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Figura 10. Posicdo do gene IFRDI no cromossomo 7. A seta aponta a regido 7q31.1 no

braco longo na qual o gene esta localizado.
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Figura 11. Estrutura do gene JFRDI com 52,38 kb. A esquerda é representada extremidade
5’ na qual esta localizada a regido promotora. As caixas demonstram a sequéncia dos 13

exons que compde o transcrito.
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Gu e colaboradores em 2009, pela varredura no genoma em busca de SNPs,
identificaram o gene IFRDI (Interferon Related Developmental Regulator 1) como
modificador da doenca pulmonar em pacientes com FC. A IFRD1, produto deste gene é co-
regulador de transcricdo dependente de histona desacetilase expresso no final da
diferenciacdo de neutréfilos e possui papel na funcdo efetora dos neutréfilos, caracteristica
confirmada por meio de PCR quantitativo e estudos com camundongos knockout para o
gene (61).

O IFRDI ¢ altamente expresso em células sanguineas humanas e com elevados
niveis de expressdo em neutrdfilos, nos quais a IFRDI1 tem fun¢do nas etapas finais de
diferenciacdo destas células (62).

Especificamente, o SNP rs7817, que consiste na troca de uma base citosina (C) por
timina (T) na posi¢do 57460, regido 3’UTR do gene IFRD1, parece estar relacionado com a
gravidade da doenca pulmonar. Foi constatado que o gendtipo heterozigoto (CT) estava
associado com menor funcdo pulmonar que os homozigotos (CC e TT). Embora o gene
IFRDI esteja localizado no cromossomo 7, assim como o gene CFTR, o citado estudo
mostrou que ndo existem evidéncias de ligacdo entre os dois genes e que portanto, eles
possuem segregacdo independente. Além disso, demonstrou-se que SNPs localizados ao
longo da sequéncia de bases do IFRDI contém sitios de ligacao de microRNAs (61).

Vadivelu e colaboradores realizaram estudo utilizando como modelos camundongos
knockout para o IFRDI. In vivo, a infeccdo dos camundongos com P. aeruginosa levou a
significativa reducao no clearance bacteriano quando comparado ao camundongo selvagem
o qual expressa o IFRDI corretamente. Verificou-se também melhora no fendtipo dos
camundongos, com menor perda de peso e diminui¢do da inflamacdo tanto nas vias

aeriferas quanto de forma sistémica, sugerindo que o IFRDI estd de fato envolvido na
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resposta inflamatoria em quadros infecciosos. Em pacientes com FC, neutréfilos sio
constantemente recrutados nas vias aeriferas, causando resposta inflamatdria persistente
(63). A gravidade dos sintomas inflamatdrios, entretanto, varia muito mesmo entre
pacientes com mesmo gendétipo CFTR, um motivo adicional que leva ao estudo de genes
envolvidos na produ¢do e maturacdo de neutréfilos (64). O IFRDI ¢ classificado como
suposto modificador da FC devido a sua capacidade de modular a amplitude da resposta

imune realizada por neutréfilos (61).
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II - Objetivo |

42



Os objetivos deste estudo foram:

Na amostra estudada, determinar a frequéncia dos polimorfismos -765G>C e 8473T>C
no gene COX2.

Na amostra estudada, determinar a frequéncia do polimorfismo 57460C>T no gene
IFRDI.

Verificar a associacdo entre os polimorfismos e as varidveis clinicas dos pacientes:
sexo, raca, idade, inicio dos sintomas, diagndstico, sintomas digestivos, sintomas
pulmonares, Indice de Massa Corpérea (IMC), polipose nasal, diabetes mellitus,
osteoporose, insuficiéncia pancredtica, ileo meconial, saturagdo de oxigénio
transcutanea, espirometria, escores clinicos, P. aeruginosa mucoide, P. aeruginosa nao

mucoide e S. aureus.
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III — Casuistica e métodos |
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Casuistica

A casuistica deste estudo foi composta por 103 pacientes com FC em seguimento no
Ambulatério de Mucoviscidose do Departamento de Pediatria da Universidade Estadual de
Campinas, Unicamp, coordenado pelo Dr. Antdonio Fernando Ribeiro e Dr. José Dirceu
Ribeiro.

Como critério de inclusdo foram selecionados pacientes com resultados alterados
em pelo menos dois testes do suor, com valores de cloro iguais ou superiores a 60 mEq/L,
uma vez que, o teste do suor é a forma mais eficaz e garantida de diagnosticar um paciente
com FC.

Os sujeitos deste estudo ja possuem o gendtipo CFTR determinado anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa para algumas mutacdes pertencentes as classes I, I1 e III. As
mutagdes do gene CFTR estudadas no laboratdrio e utilizadas na casuistica deste projeto
sdo: F508del, G542X, G551D, R553X, R1162X e N1303K.

A casuistica foi analisada em dois momentos distintos. Primeiramente foram
analisados todos pacientes (103), independente do genétipo CFTR apresentado.
Posteriormente, a fim de tornam a casuistica genotipicamente uniforme, foram analisados
apenas os pacientes com genétipo CFTR composto por mutagdes de classes mais graves (I e
IT). Nesta etapa foram estudados 66 pacientes.

Na andlise de gravidade clinica relacionada aos genes modificadores nao se faz
necessario grupo de individuos controles sauddvel, ja que, a comparacao clinica se baseia

na relacdo entre os diferentes genétipos para os polimorfismos analisados.
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Métodos

Coleta do material

O material bioldgico de andlise consiste em amostras de DNA presentes no banco
de material biolégico do Laboratério de Genética Molecular / FCM — Unicamp,
previamente obtido com consentimento dos pacientes pela assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa da FCM — Unicamp e o documento com a aprovagdo do mesmo se encontra

disponivel na sessdo de anexos.

Coleta de dados clinicos

As caracteristicas do quadro clinico dos pacientes foram recolhidas e organizadas
pelo Ms Fernando Augusto Lima Marson do grupo de FC pela anélise dos prontudrios dos
pacientes formando um extenso banco de dados com as informagdes fenotipicas dos

individuos. As varidveis clinicas analisadas neste estudo sdao apresentadas a seguir:

Indice de Massa Corpérea (IMC): foi calculado para pacientes maiores que 19 anos
através da formula IMC= peso/(altura)2. J& para pacientes com menos de 19 anos os dados
de categorizacdo para o IMC foram obtidos pelo Z-escore para o IMC, sendo os calculos
realizados pelos softwares WHO ANTHRO (para criancas de 0 a 5 anos incompletos) e
WHO ANTHRO PLUS (para criancas de 5 a 19 anos incompletos), fornecidos

gratuitamente pela World Health Organization (WHO).

46



Idade do paciente e idade ao diagnostico: idade atual do paciente e idade na qual houve o
primeiro teste de suor alterado. Utilizado como medida para amenizar a diferenca de idade
entre os pacientes incluidos no estudo, sendo mais grave o quadro clinico quanto antes o
diagnéstico realizado, excetuando-se o viés de amostragem, que inclui o diagndstico por
triagem neonatal. Os valores foram distribuidos de acordo com o gendtipo de cada
polimorfismo e foram comparados com os grupos para a idade: 0 (menor idade < 154
meses) e 1 (maior idade > que 154 meses); e para a idade ao diagnostico: 0 (menor idade <

24 meses) e 1 (maior idade > que 24 meses).

Primeiros sintomas clinicos: classificado de acordo com a primeira apresentagcdo clinica
relatada pelos pais, tanto do quadro pulmonar como do digestivo. Os periodos obtidos em
meses foram analisados diretamente em relacdo aos genétipos obtidos para os genes
modificadores utilizando os grupos para o inicio dos sintomas digestivos: 0 (menor idade <
3 meses) e 1 (maior idade > que 3 meses); e dos sintomas pulmonares: 0 (menor idade < 6

meses) e 1 (maior idade > que 6 meses).

Periodo até a 1° coloniza¢ao: importante marcador da condi¢ao clinica do paciente, ja que
a pior evolucdo clinica é associada a colonizagdo precoce, principalmente pela P.
aeruginosa. Os periodos em meses foram comparados diretamente utilizando duas classes:
0 (menor idade < 31 meses) e 1 (maior idade > que 31 meses). A bactéria utilizada como
marcador foi a P. aeruginosa, selecionada por associar-se a maior gravidade clinica e ser

frequentemente isolada nos pacientes, permitindo melhor anélise estatistica dos dados.
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Microrganismos isolados: foi realizado o levantamento da microbiota pulmonar recente de
cada paciente, sendo os principais microrganismos associados a FC, a P. aeruginosa,
Achromobacter  xylosoxidans, = Burkholderia  cepacia, =~ Haemophilus influenzae,
Haemophilus parainfluenzae e Staphylococcus aureus. Os protocolos de andlise utilizados
para a identificagdo dos microrganismos fazem parte da rotina diagndstica laboratorial do
laboratério de Patologia Clinica, ndo sendo objetivo deste estudo.

A colonizacao/infec¢do cronica (isolamento do microrganismo em pelo menos duas
amostras de escarro a cada ano) foi relacionada aos gendtipos encontrados. Como
marcadores de gravidade nesta pesquisa foram utilizados as bactérias: P.aeruginosa
mucoide e ndao mucoide, A. xylosoxidans, B. cepacia e S. aureus, por apresentarem
importancia clinica e por terem maior frequéncia no exame de cultura de rotina diagndstica.
As andlises foram realizadas tendo duas possibilidades: a presenca da bactéria (exame

positivo) e a auséncia da mesma (exame negativo).

Outros marcadores da condicio clinica: Também se buscou relatar outras caracteristicas
de importancia clinica na FC, a saber: polipose nasal (diagnosticada pelo exame
ambulatorial e/ou rinoscopia), osteoporose (diagnosticada pela densiometria 6ssea), ileo
meconial (IM), diabetes mellitus (diagnosticado pelo exame de tolerancia a glicose) e
insuficiéncia pancredtica (diagnosticada pelo esteatdcrito) que foram avaliados como
aspecto secundario ao quadro clinico do paciente e sendo obtidos nos exames anexados ao
prontudrio do mesmo. A denotacdo utilizada para a andlise estatistica foi: presenga do

sintoma/doenca secunddria (+) e auséncia (-) (65).
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Escore de Bhalla: consiste na avaliagdo tomografica capaz de acompanhar a doenca
pulmonar. A pontuacdo € feita em nove categorias, sendo que cada uma tem valor igual a

trés pontos cada. Conforme mais alta a pontuacdo, maior a gravidade da doenca pulmonar.

Escore de Kanga: responsiavel pela avaliacio da exacerbacdo pulmonar aguda. Sao
avaliados cinco sintomas: tosse, produ¢do de secrecao, perda de apetite, dispneia e perda de
energia. Além disso, sdo verificados cinco sinais fisicos: temperatura, peso, frequéncia
respiratdria, chiado e estertoracdo. Cada critério vale de 1 a 5 pontos, sendo que pontuacdes

mais altas indicam individuos com maior grau de acometimento.

Escore de Shwachman-Kulczycki (SK): consiste na avaliacdo do estado geral do paciente
correlacionando a nutricdo, atividade geral, exames fisicos e achados radioldgicos. Para
cada item avaliado € conferida uma pontuacdo que pode atingir o mdximo de 25. Quanto

menor a pontuagao, pior o quadro clinico.

Espirometria: CVF (Capacidade Vital Forcada) - representa o volume méaximo de ar
exalado com esforco méximo, a partir do ponto de méxima inspiracdo. VEF1% (Volume
expiratorio forcado) — representa o volume de ar exalado no primeiro segundo. FEV 25-75
(Fluxo Expiratdrio Forcado): € o fluxo expiratdrio forcado médio na faixa intermedidria da

CVF, isto €, entre 25 € 75% da curva de CVF.
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Amplificacdo génica

Para a amplificacdo das regides génicas de interesse, amostras de DNA de cada
paciente foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Esta técnica permite
que a partir do DNA gen6mico do individuo sejam feitas milhares de copias da sequéncia
alvo que serd analisada. As reacdes consistem em repeti¢do de ciclos de temperatura, o que
permite que a enzima polimerase faca novas cdpias idénticas ao molde, entretanto apenas
da regido delimitada pelos primers (oligonucleotideos). O ciclo de temperaturas é realizado
por um aparelho termociclador, que varia os valores de temperatura de maneira ciclica.
Para cada reacdo realizada sdo utilizadas diferentes concentracdes de reagentes, bem como,
temperaturas de anelamento distintas, estas tltimas variando de acordo com a composi¢ao
de nucleotideos dos primers e do fragmento que serd amplificado (Tabelas 1 e 2).

A visualizacdo dos fragmentos resultantes das amplificacdes génicas foi feita por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% a 180V por 2 horas para os polimorfismos no
gene COX2 (Figuras 12 e 13) e em gel de agarose 1,5% a 90V por 1,5 hora para o
polimorfismo no gene /FRD1 (Figura 14). Em seguida foi realizada a colora¢do em solucio

de brometo de etideo e visualizagdo no scanner Typhoon™ (GE, Healtcare).
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Tabela 1. Condi¢des das reacdes de PCR conduzidas para os polimorfismos -765G>C,

8473T>C e 57460C>T.
cox2 IFRDI1
Reagente (uL) -765G>C 8473T>C | 57460C>T
Agua bidestilada 19,0 19,0 35,7
Taq Buffer 10X com KCl 3,0 3,0 -
Taq Buffer 10X com (NHy4),SO4 - - 5,0
MgCl, (25 mM) 1,2 1,2 4,0
dNTP (25 mM cada) 3,0 3,0 2,0
Primers (0.2 pMoles cada) 0,8 0,8 1,0
Taq polimerase (5 Unidades) 0,4 0,4 0,3
DNA gendmico 1,0 1,0 1,0

COX2= Ciclo-oxygenase 2; IFRD 1= Interferon Related Developmental Regulator 1; pL=
microlitro; KCl= cloreto de potdssio; (NH4)>,SO4= sulfato de amonio; MgCl,= cloreto de
magnésio, dNTP= desorribonuleotideo trifosfatado; pMoles= picomoles).

Tabela 2. Caracteristicas dos primers e fragmentos amplificados utilizados para a deteccao

dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T.

Sequéncia de primers

Fragmento | 12

5’-ATTCTGGCCATCGCCGCTTC-3’ e

-765G>C (66) 157 pb 60,4°C
5S’CTCCTTGTTTCTTGGAAAGAGACG-3’
5’-GAAATTTTAAAGTACTTTTGAT-3’e
8473 T>C 67 177 pb 50,2°C
5’-CTTTTACAGGTGATTCTACCC-3
5'-AGATAAGAGAGCAGATGTT-3’ e 5°-
57460 C>T * 547 pb 62°C

GCTGTCTTCATAAATAAAT-3’

Ta= temperatura de anelamento dos primers; Pb= pares de bases; °C= graus Celsius. *A
sequéncia do primer para identificacdo do polimorfismo 57460C>T foi determinada pela

aluna na elaborac¢ao deste projeto.
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200 pb

157 pb
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Figura 12. Eletroforese de PCR em gel de poliacrilamida 12% para a visualizacdo do
fragmento de 157 pb amplificado contendo o sitio do polimorfismo -765G>T. Coluna 1:
Marcador de peso molecular de 100 pb. Colunas 2 a 7: amplificado com 157 pb cada. pb=

pares de bases.

200 pb

177 pb
100 pb

Figura 13. Eletroforese de PCR em gel de poliacrilamida 12% para a visualizacdo da banda
de 177 pb contendo o sitio do polimorfismo 8473T>C. Coluna 7: Marcador de peso

molecular de 100 pb. Colunas 1 a 6: amplificado com 177 pb cada. pb= pares de bases.
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Figura 14. Eletroforese de PCR em gel de agarose 1,5% para a visualizacdo da banda de
547 pb contendo o sitio do polimorfismo 57460C>T . Coluna 10: Marcador de peso

molecular de 100 pb. Colunas 1 a 9: amplificado com 547 pb cada. pb= pares de bases.

Digestao enzimatica
Para diferenciar e analisar as variantes alélicas, apds a PCR foi realizada a técnica

de digestdo enzimatica. Tal técnica consiste no reconhecimento especifico de uma enzima
de restricdo por uma dada sequéncia de bases. Quando a enzima é submetida a sua
temperatura de ativagdo ela € capaz de provocar a quebra da molécula de DNA em
fragmentos distintos ao reconhecer sua sequéncia alvo, ao contrdrio disso, quando tal
sequéncia ndo € encontrada, o fragmento nao sofre quebra e mantém seu tamanho original.
As enzimas utilizadas neste projeto, bem como suas respectivas temperaturas de restri¢ao e
fragmentos gerados sdo apresentadas a seguir (Tabelas 3 e 4).

Cada reacgao realizada foi incubada em banho maria na temperatura de ativagdo por
um periodo de 16 horas (overnight) e em seguida aplicada em gel de poliacrilamida 12%
com voltagem de 180V por 4 horas. Para finalizar a andlise, apds o periodo de corrida, o gel
€ colocado em solu¢do de brometo de etideo por 15 minutos e em seguida visualizado no
scanner Typhoon™ (GE, Healtcare).
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De acordo com o padrdo de bandas visualizadas foi identificado o genétipo dos
pacientes para a regido génica analisada (Figuras 15, 16 e 17). Os fragmentos resultantes da

digestdo para os trés possiveis gendtipos sdo apresentados em tabela (Tabela 5).

Tabela 3. Enzimas utilizadas para cada reacdo de digestdo enzimdtica de acordo com o

polimorfismo.
Temperatura
Polimorfismo Enzima Marca
de ativacao
-765G>C BstUI New England BioLabs 60°C
8473T>C Bell New England BioLabs 50°C
57460C>T BstNI New England BioLabs 60°C

Tabela 4. Protocolo da reacdo de digestdo enzimdtica aplicado para a deteccdo dos

polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 54760C>T.

Volume (pL) Reagente
10,0 Amplificado (PCR)
2,5 Agua bidestilada
2,0 Tampao da enzima
0,5 Enzima

pL= microlitro.
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Tabela 5. Descricio dos fragmentos resultantes apds realizagdao da técnica de digestdo

enzimatica de acordo com o genétipo apresentado pelo paciente.

-765G>C 8473T>C 57460C>T
Fragmentos Fragmentos Fragmentos
Genétipo Genétipo Genétipo
(pb) (pb) (pb)
GG 134 + 23 TT 177 TT 444 + 103
444 + 326 +
GC 157 + 134 + 23 TC 177 + 156 + 21 CT
118+ 103
326 + 118 +
CcC 157 CcC 156 + 21 CcC 103

pb= pares de bases; G= guanina; C= citosina; T= timina.

150 pb

100 pb

Figura 15. Eletroforese de digestdao enzimatica para detec¢do do polimorfismo -765G>C. Colunas

1,2, 3,4, 6,10 e 12: pacientes com gendtipo GG. Colunas 5, 7, 8 e 11: pacientes com genétipo GC.

Coluna 13: Marcador de peso molecular de 50 pb. pb= pares de bases.
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Figura 16. Eletroforese de digestio enzimatica para deteccdo do polimorfismo 84673T>C. pb=
pares de bases. Coluna 1: amplificado com 177 pb. Colunas 2, 7, 9 e 10: pacientes com genotipo

CT. Colunas 3 e 4: pacientes com gendtipo CC. Colunas 5, 6, 8 e 11: pacientes com genétipo TT.

Coluna 12: Marcador de peso molecular de 100 pb. pb= pares de bases.
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Figura 17. Eletroforese de digestdo enzimatica para detec¢do do polimorfismo 54760C>T. Colunas
1 e 5: pacientes com gendtipo CC. Colunas 2 e 3: pacientes com genétipo CT. Coluna 4: pacientes

com gendtipo TT. Coluna 6: Marcador de peso molecular de 100 pb. pb= pares de bases.
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Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada pelo software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v.17.0, Open Epi v.5.0 e pelo programa R versdo 2.12. Os dados foram
comparados com os testes qui quadrado e exato de Fisher para as varidveis categéricas e
pelos testes Mann-Whitney e Kruskall-Wallis para varidveis numéricas. Para todas as
andlises foi adotado o valor de p < 0,05. Os dados do genétipo para o gene CFTR foram
utilizados na andlise complementar a fim de denotar a influéncia do mesmo em associagdo

com 0s polimorfismos.
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IV - Resultados
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Dos 103 pacientes analisados, 55 eram do sexo feminino e 97 caucasoides. A
descricdo da frequéncia genotipica de cada polimorfismo analisado no estudo estéd relatada
na tabela 6. O polimorfismo -765G>C no gene COX2 ndo estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,05).

Os dados relativos as varidveis analisadas encontram-se sumarizadas nas tabelas 7 a
10 para os pacientes sem considerar o gendtipo para o gene CFTR como condicionante para
a gravidade clinica da doenca. Nas tabelas de 11 a 14, foi realizada a associacdo com as
varidveis clinicas dos pacientes que possuiam as duas mutacdes do gene CFTR
identificadas, sendo que todas as mutacdes incluidas no estudo foram pertencentes a classe
I, I e III, que sdo associadas a maior gravidade clinica da doenga. Para a anélise da relacao
com as varidveis clinicas nem sempre foi possivel analisar os 103 pacientes por falta de
dados clinicos.

Na tabela 7, estd descrita a associacdo dos polimorfismos incluidos no estudo com
as varidveis clinicas relacionadas a categorizacdo da populacdo, sendo elas o sexo, raca e
idade dos pacientes. Nenhum dado analisado mostrou associacdo estatisticamente

significativa.
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Tabela 6. Frequéncia alélica, frequéncia genotipica e equilibrio de Hardy-Weinberg dos

103 pacientes com fibrose cistica com relag@o aos polimorfismos estudados.

Genotipo Niimero de Frequéncia Frequéncia x
individuos genotipica alélica
Polimorfismo -765G>C no gene COX2
CC 1 1,0 C-0,22
GC 44 427 G-0,78 5,52
GG 58 56,3 0,05>p<0,01*
Total 103 100,0
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC 8 8,1 Cc-0,33
CT 50 50,5 T-0,67 1,84
TT 41 41,4 p>0,05
Total 99 100,00
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1
CC 28 31,5 C-0,52
CT 35 39,5 T-0,48 3,65
TT 25 28,1 p>0,05
Total 89 100,0

COX2 = Cyclo-oxigenase 2; IFRDI= Interferon-Related Developmental Regulator ]7=
qui-quadrado; C= citosina; T= timina ; G= guanina. *O polimorfismo -765G>C no gene
COX2 nio estd em equilibrio de Hardy-Weinberg, com valor de probabilidade estatistica
inferior a 0,05.
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Tabela 7. Sexo, raca e idade dos 103 pacientes com fibrose cistica com relagdo aos

polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T .

Genotipo Sexo Raca Idade Total
Feminino Masculino Caucasoide Nao <154 > 154
caucasoide meses meses
Polimorfismo -765G>C no gene COX2

CC +GC 24 20 41 3 25 19 44
GG 31 28 56 3 38 21 59
Total 55 48 97 6 63 40 103
p 1,0 1,0 0,54
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 30 28 54 4 35 23 58
TT 22 19 39 2 29 12 41
Total 52 47 93 6 64 35 99
p 1,0 1,0 0,394
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1
CcC 14 14 26 2 18 10 28
CT 19 16 33 2 22 13 35
TT 15 10 24 1 16 9 25
Total 48 40 83 5 56 32 88
p 0,765 0,882 0,992

COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRDI1= Interferon-Related Developmental Regulator 1; C=
citosina; T= timina ; G= guanina.
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Na tabela 8, estd descrita a associagdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com as varidveis clinicas relacionadas a idade de inicio dos sintomas, idade do
diagnéstico, presenca de sintomas digestivos e pulmonares. Nenhum dado analisado

mostrou associagdo estatisticamente significativa.

Na tabela 9, estd descrita a associagdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com as varidveis clinicas relacionadas a comorbidades da fibrose cistica.
Nenhum dado analisado mostrou associacdo estatisticamente significativa, exceto a
presenca de polipose nasal, que apresentou associacdo com o polimorfismo 8473T>C
(p=0,022). Houve um odds ratio de 5,552 (95 IC: 1,318-38,27) para a combinacdo

genotipica TT + TC do polimorfismo 8473T>C no gene COX2 em relacdo a polipose nasal.
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Tabela 8. Associagdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T com idade de inicio dos sintomas, idade ao diagnoéstico,

presenca de sintomas digestivos e pulmonares em pacientes com fibrose cistica.

Genétipo Inicio dos sintomas Diagnéstico Sintomas digestivos Sintomas pulmonares
<3 meses >3 meses Total <24 >24 Total <3 meses >3 meses Total <6 meses > 6 meses Total
meses meses
Polimorfismo -765G>C no gene COX2
CC +GC 26 17 43 28 14 42 22 20 42 26 17 43
GG 39 19 58 39 18 57 30 24 54 36 21 57
Total 65 36 101 67 32 99 52 44 96 62 38 100
p 0,532 1,0 0,837 0,837
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 40 17 57 36 19 55 34 20 54 36 20 56
TT 23 17 40 28 12 40 18 22 40 24 16 40
Total 63 34 97 64 31 95 52 42 94 60 36 96
p 0,280 0,665 0,097 0,676
Polimorfismo 57460C>T no gene /IFRD1
CcC 19 9 28 16 10 26 16 10 26 18 10 28
CT 19 15 34 21 13 34 16 17 33 19 15 34
TT 17 8 25 20 5 25 13 12 25 16 8 24
Total 55 32 87 57 28 85 45 39 84 53 33 86
p 0,525 0,242 0,595 0,666

COX2 = Cyclo-oxigenase 2; IFRD I= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina; T= timina ; G= guanina.
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Tabela 9. Associacdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T

osteoporose, insuficiéncia pancredtica e ileo meconial em pacientes com fibrose cistica.

com IMC, presenca de polipose nasal, diabetes,

Genoétipo IMC Polipose nasal Diabetes Osteoporose Insuficiéncia Ileo meconial
pancreatica
Magreza + Outros Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total
Magreza
acentuada
Polimorfismo -765G>C no gene COX2
CC+GC 9 35 44 9 35 44 11 33 44 5 39 44 43 1 44 8 36 44
GG 7 52 59 10 49 59 8 51 59 9 50 59 55 4 59 1 48 59
Total 16 87 103 19 84 103 19 84 103 14 89 103 98 2 103 19 84 103
p 0,278 0,798 0,199 0,773 0,390 1,0
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 10 48 58 13 45 58 13 45 58 8 50 58 54 4 58 14 44 58
TT 5 36 41 2 39 41 6 35 41 5 36 41 41 0 41 5 36 41
Total 15 84 99 15 84 99 19 80 99 13 86 99 95 4 99 19 80 99
p 0,578 0,022* 0,439 1,0 0,140 0,196
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1
CcC 5 23 28 3 25 28 7 21 28 6 22 28 27 1 28 6 22 28
CT 4 31 35 5 30 35 5 30 35 4 31 35 33 2 35 5 30 35
TT 3 22 25 3 22 25 4 21 25 3 22 25 25 0 25 4 21 25
Total 12 76 88 11 71 88 16 12 88 13 75 88 85 3 88 15 73 88
p 0,740 0,910 0,531 0,502 0,331 0,750

IMC= Indice de Massa Corpérea; COX2 = Cyclo-oxigenase 2; IFRDI= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina;
T= timina ; G= guanina. *O polimorfismo 8473T>C no gene COX2 apresentou valor de p significativo em associa¢do a presenca de
polipose nasal.
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Na tabela 10, estd descrita a associagdao dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T com a presenga das bactérias P.
aeruginosa mucoide e ndo mucoide e S.aureus em pacientes com fibrose cistica. Nenhum dado analisado mostrou associag¢do

estatisticamente significativa.

Tabela 10. Associa¢do dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T com a presenca das bactérias P. aeruginosa mucoide e nédo

mucoide e S.aureus em pacientes com fibrose cistica.

Genotipo P. aeruginosa mucoide P. aeruginosa nao mucoide S. aureus
Negativa  Positiva Total Negativa Positiva  Total Negativa  Positiva  Total
Polimorfismo -765G>C no gene COX2

CC +GC 26 18 44 16 28 44 12 32 44
GG 28 31 59 23 36 59 8 51 59
Total 54 49 103 39 64 103 20 83 103
p 0,319 0,839 0,129
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 31 27 58 24 34 58 13 45 58
TT 22 19 41 14 27 41 6 35 41
Total 53 46 99 38 61 99 19 80 99
p 1,0 0,532 0,439
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1
CcC 13 15 28 7 21 28 6 22 28
CT 21 14 35 16 19 35 4 31 35
TT 13 12 25 9 16 25 6 19 25
Total 47 41 88 32 56 88 16 72 88
p 0,553 0,230 0,383

COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRD 1= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina; T= timina ; G= guanina.
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Na tabela 11, estd descrita a associacdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com as varidveis clinicas relacionadas a categorizacdo da populacdo, sendo elas
0 sexo, raca e idade dos pacientes. Os pacientes incluidos nessa andlise apresentavam duas
mutagdes identificadas no gene CFTR. Nenhum dado analisado mostrou associacio
estatisticamente significativa.

Na tabela 12, estd descrita a associacdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com as variaveis clinicas relacionadas a idade de inicio dos sintomas, idade ao
diagndstico, presenca de sintomas digestivos e pulmonares. Os pacientes incluidos nessa
andlise apresentavam duas mutacOes identificadas no gene CFTR. Nenhum dado analisado
mostrou associacao estatisticamente significativa.

Na tabela 13, estd descrita a associagdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com as variaveis clinicas relacionadas a comorbidades da fibrose cistica. Os
pacientes incluidos nessa andlise apresentavam duas mutacOes identificadas no gene CFTR.
Nenhum dado analisado mostrou associacdo estatisticamente significativa, exceto a
presenca de ileo meconial que apresentou associacdo com o polimorfismo 8473T>C
(p=0,028). Houve um odds ratio de 5,486 (95 IC: 1,192-40) para a combinacdo genotipica
CC + GC do polimorfismo 8473T>C no gene COX2 em relacdo a ocorréncia de ileo
meconial.

Na tabela 14, estd descrita a associacdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e
57460C>T com a presenga das bactérias P. aeruginosa mucoide e nao mucoide e S.aureus
em pacientes com fibrose cistica. Os pacientes incluidos nessa andlise apresentavam duas
mutacdes identificadas no gene CFTR. Nenhum dado analisado mostrou associagao

estatisticamente significativa.
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Tabela 11. Sexo, raca e idade dos pacientes portadores de fibrose cistica com as duas mutagdes identificadas no gene CFTR com

relac@o aos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T .

Gendtipo Sexo Raca Idade Total
Feminino Masculino Caucasoide Nao <154 > 154
caucasoide meses meses

Polimorfismo -765G>C no gene COX2

CC+GC 17 11 26 2 19 9 28
GG 17 21 36 2 26 12 38
Total 34 32 62 4 45 21 66

p 0,150 0,570 0,585

Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 19 15 31 3 23 11 34
TT 14 15 28 1 20 9 29
Total 33 30 59 4 43 20 63
p 0,617 0,618 1,0
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1

CC 9 10 17 2 13 6 19
CT 11 8 18 1 13 6 19
TT 11 8 19 0 12 7 19
Total 31 26 54 3 38 19 57

p 0,754 0,236 0,925

COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRD 1= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina; T= timina ; G= guanina.
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Tabela 12. Associa¢do dos polimorfismos estudados com idade de inicio dos sintomas, idade ao diagndstico, presenca de sintomas

digestivos e pulmonares em pacientes com fibrose cistica com as duas muta¢des CFTR identificadas.

Genétipo Inicio dos sintomas Diagnéstico Sintomas digestivos Sintomas pulmonares
<3 meses >3 meses Total <24 >24 Total <3 meses >3 meses Total <6meses > 6meses Total
meses meses
Polimorfismo -765G>C do gene COX2
CC+GC 16 12 28 21 7 28 15 13 28 14 14 28
GG 25 13 38 26 11 37 19 18 37 25 13 38
Total 41 25 66 47 18 65 34 31 65 39 27 66
p 0,332 0,446 1,0 0,217
Polimorfismo 8473T>C do gene COX2
CC+CT 23 11 34 25 8 33 22 11 33 19 15 34
TT 16 13 29 20 9 29 12 17 29 18 11 29
Total 39 24 63 45 17 62 34 28 62 37 26 63
p 0,435 0,581 0,073 0,796
Polimorfismo 57460C>T do gene IFRD1
CC 12 7 19 10 8 18 10 8 18 12 7 19
CT 11 8 19 14 5 19 11 8 19 9 10 19
TT 11 8 19 15 4 19 9 10 19 11 8 19
Total 34 23 57 39 17 56 30 26 56 32 25 57
p 0,929 0,271 0,793 0,607

COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRD 1= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina; T= timina ; G= guanina.
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Tabela 13. Associagdo dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T com IMC, presenca de polipose nasal, presenga de

diabetes, osteoporose, insuficiéncia pancredtica e ileo meconial em pacientes com fibrose cistica com as duas mutagdes CFTR

identificadas.
Genotipo IMC Polipose nasal Diabetes Osteoporose Insuficiéncia Tleo meconial
pancreatica
Magreza+ Qutros Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total Sim Nao Total
Magreza
acengtuada
Polimorfismo -765G>C no gene COX2
CC+GC 5 23 28 5 23 28 9 19 28 2 26 28 27 1 28 5 23 28
GG 6 32 38 7 31 38 5 33 38 7 31 38 37 1 38 7 31 38
Total 11 55 66 12 54 66 14 52 66 9 57 66 64 2 66 12 54 66
p 1,0 1,0 0,075 0,282 1,0 1,0
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 6 28 34 8 26 34 10 24 34 5 29 34 32 2 34 10 24 34
TT 4 25 29 2 27 29 3 26 29 4 25 29 29 0 29 2 27 29
Total 10 53 63 10 53 63 13 50 63 9 54 63 61 2 63 12 51 63
p 0,741 0,092 0,116 1,0 0,495 0,028*
Polimorfismo 57460C>T no gene /IFRD1
CC 3 16 19 2 17 19 4 15 19 4 15 19 18 1 19 4 15 19
CT 2 17 19 3 16 19 3 16 19 2 17 19 18 1 19 3 16 19
TT 3 16 19 2 17 19 4 15 19 3 16 19 19 0 19 2 17 19
Total 8 49 57 7 50 57 11 46 57 9 48 57 55 2 57 9 48 57
p 0,859 0,854 0,891 0,669 0,436 0,669

IMC= Indice de Massa Corpdrea; COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRDI= Interferon-Related Developmental Regulator 1; C= citosina;
T= timina ; G= guanina. *O polimorfismo 8473T>C no gene COX2 apresentou valor de p significativo em associacao a ileo meconial.
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Tabela 14. Associacdo dos polimorfismos estudados com a presenga de P. aeruginosa mucoide e ndo mucoide e S. aureus em

pacientes com fibrose cistica com as duas mutacdes CFTR identificadas.

Genétipo Primeira P. aeruginosa P. aeruginosa mucoide P. aeruginosa nao mucoide S. aureus
isolada
<31 >31 Total Negativa  Positiva Total Negativa Positiva  Total Negativa Positiva  Total
meses  meses
Polimorfismo -765G>C no gene COX2
CC +GC 14 9 23 19 9 28 11 17 28 6 22 28
GG 22 19 34 17 21 38 13 25 38 7 31 38
Total 36 21 57 36 30 66 24 42 66 13 53 66
p 0,787 0,082 0,797 0,765
Polimorfismo 8473T>C no gene COX2
CC+CT 17 11 28 20 14 34 14 20 34 7 27 34
TT 17 9 26 15 14 29 9 20 29 5 24 29
Total 34 20 54 35 28 63 23 40 63 12 51 63
p 0,783 0,618 0,442 1,0
Polimorfismo 57460C>T no gene IFRD1
CC 10 6 16 10 9 19 6 13 19 5 14 19
CT 7 8 15 13 6 19 8 11 19 3 16 19
TT 11 6 17 10 9 19 7 12 19 3 16 19
Total 28 20 48 33 24 57 21 36 57 11 46 57
p 0,541 0,517 0,797 0,647

COX2= Cyclo-oxigenase 2; IFRD 1= Interferon-Related Developmental Regulator I; C= citosina; T= timina ; G= guanina.
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Nas tabelas 15, 16 e 17 estdo descritas as associacdes dos polimorfismos -765G>C, 8473T>C e 57460C>T com a saturagdo de
0O,, os escores de Bhalla, Kanga e SK e os valores de obtidos através de espirometria. Nenhum dado analisado mostrou associa¢do
estatisticamente significativa.

Tabela 15. Associag¢do do polimorfismo -765G>C no gene COX2 com a saturacdo de O,, os escores de Bhalla, Kanga e SK e

os valores obtidos no exame de espirometria.

n Média Desvio Erro Limite Limite Minimo Msiximo p
padrao padrao inferior  superior

Sa0, GC+CC 43 95.67 2.732 0.417 94.83 96.52 87 99 0,930
GG 59 95.58 4.610 0.600 94.38 96.78 66 99

Bhalla GC+CC 28 7.68 4.530 0.856 5.92 9.44 0 23 0,204
GG 45 8.40 4271 0.637 7.12 9.68 0 23

Kanga GC+CC 35 18.40 5.797 0.980 16.41 20.39 11 33 0,338
GG 54 18.33 5.667 0.771 16.79 19.88 10 40

SK GC+CC 37 69.32 13.651 2244 64.77 73.88 40 90 0,357
GG 53 67.92 14.493 1.991 63.93 71.92 20 90

CVFA GC+CC 30 83.33 20.924 3.820 75.52 91.15 55 135 0,649
GG 41 81.37 20.892 3.263 74.77 87.96 29 128

VEF1A GC+CC 30 76.60 22.791 4.161 68.09 85.11 36 132 0,413
GG 40 73.30 24.673 3.901 65.41 81.19 19 125

VEF1/CVF _GC+CC 30 82.57 13.781 2516 77.42 87.71 37 99 0,887
GG 40 83.88 12.841 2.030 79.77 87.98 56 102

FEF25- GC+CC 30 58.53 26.889 4.909 48.49 68.57 13 114 0,708
759, GG 40 62.95 35.166 5.560 51.70 74.20 8 138
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Tabela 16. Associacdo do polimorfismo 8473C>T no gene COX2 com a saturacdo de Oy, os escores de Bhalla, Kanga e SK e

os valores de obtidos no exame de espirometria.

n Média Desvio Erro Limite Limite Minimo  Maéaximo p

Sa0, CC+CT 57 95,09 4,669 0,618 93,85 96,33 66 99 0,609
T 41 96,12 2,600 0,406 95,30 96,94 86 99

Bhalla CC+CT 43 7,86 4,647 0,709 6,43 9,29 0 23 0,897
TT 28 8,21 4,237 0,801 6,57 9,86 0 22

Kanga CC+CT 50 18,92 5,969 0,844 17,22 20,62 11 36 0,853
T 38 17,55 5,300 0,860 15,81 19,29 10 40

SK CC+CT 49 68,16 12,978 1,854 64,44 71,89 40 95 0,936
TT 39 68,46 15,901 2,546 63,31 73,62 20 90

CVFA CC+CT 40 83,28 22,647 3,581 76,03 90,52 29 135 0,932
TT 27 80,56 19,348 3,723 72,90 88,21 41 111

VEFI1A CC+CT 39 76,08 24,614 3,941 68,10 84,06 19 132 0,773
T 27 73,59 23,585 4,539 64,26 82,92 27 114

VEF1/cVF _ CCHCT 39 83,72 15,941 2,553 78,55 88,89 37 137 1
T 27 85,33 12,153 2,339 80,53 90,14 59 102

FEF25-759% _ CC+CT 39 59,00 29,075 4,656 49,57 68,43 8 122 0,882
T 27 64,63 33,831 6,511 51,25 78,01 11 134
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Tabela 17. Associacdo do polimorfismo 57460C>T no gene COX2 com a saturagdo de O,, os escores de Bhalla, Kanga e SK e

os valores de obtidos no exame de espirometria.

n Média Desvio Erro Limite Limite Minimo Maximo p
$20, CC 28 94.54 6.173 1.167 92.14 96.93 66 08 0753
CcT 34 95.79 2.544 0.436 94.91 96.68 87 99 ’
T 25 96.08 2.871 0.574 94.89 97.27 86 99
CC 21 9.76 3.590 0.783 8.13 11.40 6 23 0.185
Bhalla CT 22 723 4.503 0.960 523 9.22 0 23 ’
T 19 7.74 5.496 1.261 5.09 10.39 0 22
CcC 26 18.46 5.770 1.132 16.13 20.79 10 36 0.855
Kanga CT 30 17.97 5512 1.006 15.91 20.02 11 33 ’
T 22 18.64 6.730 1.435 15.65 21.62 12 40
CcC 26 66.92 12.496 2451 61.88 71.97 40 85 0.384
SK CT 28 68.75 13.026 2.462 63.70 73.80 40 90 ’
T 24 67.92 17.871 3.648 60.37 75.46 20 90
CcC 22 72.09 17.318 3.692 64.41 79.77 29 105 0.165
CVFA CT 2 R7.18 18887 4,027 7881 95.56 58 131 ’
T 16 84.38 24,055 6.014 71.56 97.19 41 135
CcC 22 65.36 20.127 4.291 56.44 74.29 19 114 0.142
VEF1A CT 21 7867 24836 5.420 67.36 89.97 36 132 ’
TT 16 75.19 22013 5.503 63.46 86.92 27 100
CcC 22 81.95 16.114 3.436 74.81 89.10 37 102 0.933
VEFVCVF — cT 21 8390 11291 2464 78.77 89.04 58 99 ’
T 16 84.31 11.780 2.945 78.04 90.59 59 99
CcC 22 53.09 31.355 6.685 39.19 66.99 8 134 0.376
FEF25-75% — CT 21 6357 33817 7379 48,18 78.96 13 121 ’
T 16 60.44 23.639 5910 47.84 73.03 11 88
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O resumo das caracteristicas e dados clinicos da casuistica é apresentado na tabela

18.

Tabela 18. Resumo dos dados obtidos através da andlise clinica dos 103 pacientes

que compdem a casuistica deste estudo.

Sexo - masculino

Caucasoides

Idade

IMC — magreza e magreza acentuada
Uma mutacéo de classe I, Il ou III
Duas mutacdes de classes I, II e I1I
Primeira manifestacdo clinica
Idade do diagnéstico

Primeiros sintomas digestivos
Primeiros sintomas respiratérios
Saturacgdo transcutinea de O,
Score de Bhalla

Score de Kanga

Score de Shwachman-Kulczycki
FVC (%)

FEV, (%)

FEV/FVC (%)

FEF>5.75%

Polipose nasal

Diabetes mellitus

Osteoporose

Insuficiéncia pancreatica

Tleo meconial

Primeira P. aeruginosa isolada
Colonizagdo por P. aeruginosa
Colonizacdo por P. aeruginosa mucoide
Colonizacdo por B. cepacia status
Colonizacao por A. xylosoxidans
Colonizagdo por S. aureus

47.2%
94.3%
156.99 = 10.62 meses
15.1%
36.79%
62.26%
8.59 £2.57 meses (0 — 228 meses)
36.98 + 6.73 meses (0 — 379 meses)
15.53 +4.43 meses (0 — 381 meses)
14.43 + 3.18 meses (0 — 228 meses)
95.64 £0.378 (66 — 99)
7.65 £0.503 (0 —23)
18.25 £0.586 (10 —40)
68.82 £ 1.465 (20 —95)
82.49 +2.14 (29 — 135)
75.32 £2.79 (19 — 132)

84.21 +1.71 (37 -137)
62.32 +3.80 (8 — 138)
17.9%

18.9%

13.2%

94.3%

18.9%

51.20 = 7.64 meses (2 — 383 meses)
61.3%

47.2%

18.9%

14.2%

80.2%
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Genes modificadores

As mais de 1.900 mutac¢des que podem ocorrer no gene CFTR sao responsdveis pela
FC, uma doenca monogénica cuja apresentacdo clinica € muito varidvel entre os pacientes.
Seria esperado que as mutagdes no gene CFTR determinassem a gravidade da FC, porém
tal fato ndo é observado na pratica, principalmente em relacdo ao quadro pulmonar.
Pacientes com mutagdes das classes I, II e III apresentam formas clinicas mais graves que
aqueles com mutagdes das classes IV, V e VI. Contudo, € possivel observar variacdes
clinicas nos pacientes com mutagdes idénticas no gene CFTR, mostrando que outros fatores
sdo capazes de modular o curso clinico da enfermidade.

A evolucgdo da FC € resultado da interacdo entre o genétipo do individuo e o meio
ambiente. Poucos estudos t€ém correlacionado mutagdes, polimorfismos e varidveis clinicas
na FC (68). Este fato € associado a dificuldade em obter tamanho amostral suficiente para
as numerosas mutacdes, conseguir tratamento homogéneo aos pacientes e caracterizar o
followup da doenca pulmonar cronica e persistente.

O principal fator ambiental na variabilidade clinica da FC € o acesso ao tratamento
(69). No nosso centro de referéncia (HC/Unicamp), o tratamento € garantido pelo sistema
publico de satdde, o que possibilita acesso igualitirio a todos pacientes incluidos na
pesquisa, e ndo concerne como fator adicional ponderdvel a andlise de viés para as andlises
estatisticas.

Os genes modificadores sdo fatores secundarios ao desenvolvimento da FC. Sdo
genes relacionados a canais i0nicos alternativos que podem de alguma forma interferir no
transporte de cloreto através da membrana apical celular. Grande parte dos estudos atuais
tém concentrado esfor¢cos em genes que controlam e regulam o sistema imune, uma vez

que, a infeccdo bacteriana cronica nas vias aeriferas é responsdvel pela doenga pulmonar
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crOnica que acomete mais de 90% dos pacientes com FC e é a maior causa de mortalidade
de pacientes com a desordem (70).

No atual estudo foram selecionados trés polimorfismos, nos genes COX2 e IFRD1
cuja expressao esté relacionada a articulacio do sistema imune. A busca por polimorfismos
e associacdo com o quadro clinico dos pacientes pode prover pistas a respeito da
capacidade modulatéria exercida pelos supostos gene modificadores e intervengdes

terapéuticas que podem ser realizadas.

Gene COX2

A enzima ciclo-oxigenase 2 produto do gene COX2 cuja funcdo € relacionada a
processos inflamatdrios teve polimorfismos associados a gravidade da FC. Tal enzima
participa de uma via de sintese de mediadores responsdveis pela regulacdo da resposta
inflamatoria.

Os polimorfismos -765G>C e 8473T>C no gene COX2 foram relatados em estudo
como moduladores de gravidade de FC (51). Outros estudos apontam tais polimorfismos
como associados ao aumento no risco de desenvolvimento de diversos tipos de cancer
como o colorretal e sarcoidose (58, 54, 71, 72).

Lopez-Campos e colaboradores constataram que portadores do genétipo CC para o
polimorfismo 8473T>C apresentavam maior risco de desenvolver sarcoidose comparado
aos individuos homozigotos TT, sendo que ndo foram encontradas associagdes entre tal
polimorfismo e o progndstico da doenga (58).

Outros estudos apontaram a a¢ao dos polimorfismos no COX2 no desenvolvimento
de cancer colorretal, um processo multigénico e complexo, doenca na qual a inflamacgao

cronica € relacionada a neoplasia colorretal (73). Para o polimorfismo -765G>C, individuos
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cujo gendtipo é GG mostraram menor risco de desenvolver cancer comparado aos
genotipos CC+GC, entretanto existem divergéncias. Recentemente foi apontado que tal
efeito protetor é verificado em populagdo asidtica, mas ndo em populacdo caucasoide,
contrariando muitos estudos, sugerindo possivel papel das diferencas étnicas encontradas
entre os grupos populacionais (54). Embora exista divergéncia, estudos apontam que
polimorfismos na sequéncia promotora do COX2 sdo capazes de modular a expressao
génica e consequentemente alterar a acdo do sistema imune do individuo em processos
inflamatdrios ou carcinogénicos (51, 74).

Em relacdo a FC, uma hipétese é de que elevados niveis de COX2 podem ter um
impacto negativo no curso e gravidade da doenca devido a intensa producdo de
prostaglandina o que leva a intensificacio da resposta inflamatéria. Processos inflamatorios
sdo uma das principais causas que levam a rdpida deterioracdo das vias aeriferas nos
pacientes com FC. Baseado nisso, a diminui¢do na concentragdo de COX2 ativa pode estar
relacionada a processo inflamatério menos intenso ja que a sintese de prostaglandinas esta
reduzida; consequentemente os danos pulmonares seriam menores mediante a presenca das
variantes alélicas -765C e 8473C (50, 75).

Os polimorfismos -765G>C e 8473T>C foram associados a modificacdo da FC por
Czerska e colaboradores em 2010, pioneiros nesse estudo de acordo com os achados na
literatura. A anélise foi composta por 94 pacientes poloneses com idade de 2 a 34 anos e
genotipo F508del em seguimento em um mesmo centro para evitar que diferencas em
relacio ao tratamento pudessem influenciar o resultado do trabalho. Entre diversos
polimorfismos analisados, as variantes -765G>C e 8473T>C foram aquelas que foram
associadas a diminuicdo na concentragdo proteica uma vez que tais varidveis levam a

reducdo na expressdo ou reducdo do RNAm antes que ele seja traduzido. O estudo
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constatou que os genétipos heterozigotos estavam associados ao melhor curso clinico,
evidenciando que os gendtipos —765C e 8473C estavam significativamente associados a
maiores valores de FEV % e infec¢cdes por P. aeruginosa menos frequentes. Porém tal
associacdo nao foi encontrada em todas as faixas etdrias, o que pode ser reflexo do efeito
cronico, progressivo e dependente da idade que ocorre na FC (50).

No presente estudo, os genétipos do polimorfismo -765G>C tiveram suas
distribuicdes fora do equilibrio de Hardy-Weinberg, o que poderia indicar um gendétipo
associado a uma variacdo clinica. No entanto ao analisar as varidveis, ndo foi encontrada
associacdo com esse polimorfismo.

A associacdo encontrada neste estudo foi entre o polimorfismo 8473T>C com
relacdo a presenca de polipose nasal na amostra geral e a presenca de ileo meconial na
amostra onde as duas mutacdes CFTR foram isoladas. Tais associacdes foram de protecao,
ou seja, individuos TT teriam menor risco de apresentar polipose nasal ou fleo meconial.
Essa ultima associacdo ndo foi presente na amostra geral. Portanto, € possivel que seja uma
associagdo espuria, devido a diminui¢dao do tamanho amostral.

Tal achado contradiz diversos estudos encontrados na literatura, uma vez que eles
apontam que o gendétipo CC deveria apresentar resposta inflamatéria reduzida, o que
contribuiria para a ndo ocorréncia de processos inflamatérios. Polipose nasal € o prolapso
da mucosa nasal decorrente do processo inflamatério cronico da mucosa respiratdria nasal e
dos seios paranasais, caracterizado pela presenca de poélipos nasais multiplos (76).
Considerando que um processo inflamatério leva a ocorréncia da polipose, esperar-se-ia
que alteracoes nos genes de resposta inflamatéria alterassem a probabilidade de
desenvolvimento de tal comorbidade. Os achados deste trabalho indicam que a presenga do

alelo selvagem T, que promoveria maior expressdo da enzima COX2 em relagdo ao
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genotipo 8473C, apresenta efeito protetor em relacdo ao desenvolvimento da polipose
nasal. Vale ressaltar que ndo foram encontrados artigos indicando ou elucidando o papel da
COX2 na ocorréncia da polipose nasal, portanto, fazem-se necessdrios estudos mais
aprofundados e replicagdo em outras amostras para averiguar a acao do polimorfismo em
relacdo a este achado clinico.

Tleo meconial é a manifestacio mais precoce da FC e ocorre em cerca de 20% dos
pacientes com esta enfermidade. Tal condicao clinica é caracterizada pelo meconio viscoso
e adesivo que encontra dificuldade em atravessar o fleo. Estudos atuais apontam que o
desenvolvimento da doenca pulmonar, deficiéncias nutricionais e mortalidade em pacientes
que apresentaram ileo meconial comparado aqueles que ndo apresentaram nao apresentam
diferencas significativas (77, 78, 79). O mecanismo pelo qual o genétipo TT do
polimorfimo 8473T>C teria um efeito protetor ndo é conhecido, mas poderiamos inferir se
essa associacdo ndo seria indireta, e na verdade haja um mecanismo primério a ser

elucidado.

Gene IFRD1

A IFRDI1 € uma proteina expressa em neutréfilos maduros e capaz de interagir com
a enzima histona desacetilase, modelando a diferenciacdo celular e o estresse oxidativo.
Uma vez que, a doenca pulmonar na FC € caracterizada pela inflamacdo neutrofilica e
estresse oxidativo, a acdo da IFRDI1 pode exercer um papel chave na regulacio na
inflamacdo nas vias aeriferas dos pacientes.

O estudo de Blanchard e colaboradores relata que a expressao e funcionalidade da
IFRD1 ndo sdo restritas a neutréfilos, mas que pode também regular a inflamacao nas vias

aeriferas através da expressao de IFRD1 em células epiteliais destes 6rgdos, um tipo celular
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com papel chave na fisipatogenia da doenca pulmonar em pacientes com FC. Entretanto,
maiores conclusdes ainda ndao foram elucidadas, tornando necessarios mais estudos
comparando a expressdo e regulacio da IFRD1 em diferentes tipos celulares para
compreender o complexo desenvolvimento da doenca pulmonar.

Recentes estudos de Hector e colaboradores identificaram dois polimorfismos
(rs11771128 e rs4727770) no gene IFRDI associados a modulacdo da FC. Pacientes
heterozigotos para tais polimorfismos apresentavam maiores niveis de IFRD1 em
neutréfilos da corrente sanguinea, comparado a individuos homozigotos. Porém, o modo
como tal expressdo diferencial influencia e rege o sistema de defesa ainda nio foi bem
esclarecido. A compreensdo da expressao e regulagdo da IFRD1 em neutréfilos pode trilhar
novas abordagens terapéuticas.

Ehrnhoefer demonstrou também que a proteina IFRD1 medeia uma co-repressao
transcricional pela interacdo com a histona desacetilase, enzima esta que tem sido
implicada na diferenciacao celular e na resposta ao estresse (62).

Em 2009, Gu e colaboradores descreveram a importancia da proteina IFRD1 na FC,
uma vez que ela atuaria na regulacdo da funcdo efetora dos neutréfilos, processo este
importante no processo inflamatdrio, base da fisiopatogenia da manifestacdo pulmonar da
FC. Ao realizar uma andlise por array em 320 pacientes com FC divididos em dois grupos
segundo a severidade do quadro clinico, verificou-se que mutagdes no gene dessa proteina
poderiam funcionar como moduladoras de gravidade na FC (61).

Apesar de outros estudos terem encontrado relacdo com o gendtipo do polimorfismo
57460C do gene IFRDI e a gravidade do quadro pulmonar, em nosso estudo ndo foi
encontrada associacdo entre os genotipos desse polimorfismo e a idade de inicio dos

sintomas, do diagndstico e a presenga de sintomas pulmonares, bem como com a presenca
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da P. aeruginosa e S.aureus. Se realmente esse polimorfismo modulasse a gravidade da
doenca, esperar-se-ia uma alteracdo nessas varidveis, frente ao papel dessa proteina no
processo inflamatdrio, processo este intimamente ligado a colonizacgio/infec¢cdo bacteriana
nos pacientes com FC. Com isso esperar-se-ia que nos gendtipos mutantes encontrariamos
um inicio precoce da doenca e maior presenca das bactérias, com consequente pior
evolucdo do quadro pulmonar desses pacientes. Uma vez que o homozigoto mutante teve
uma prevaléncia de 28% em nossa amostra, ndo podemos ao menos sugerir que haveria
uma baixa propor¢do desse alelo em nossa populacio e devido a isso ndo haveria
modulacdo em nossos pacientes. SO nos resta deduzir, pelos nossos resultados, que esse
polimorfismo ndo teria um efeito modulador.

Era esperado que pacientes com menor expressdo da proteina condicionada pelos
polimorfismos analisados tivessem inicio precoce da doenga pulmonar. O pulmao € o 6rgao
que apresenta maior influéncia do ambiente na gravidade clinica da FC, e a atuagdo de
genes responsivos a essa influéncia podem atuar de forma direta e indireta a clinica,
postergando o inicio da doenca pulmonar, favorecendo a melhor evolugdo clinica e
reduzindo a morbimortalidade associada a doenca pulmonar.

A doenca pulmonar na FC ¢ influenciada por miltiplos fatores, dentre eles, o
ambiente e genes associados a resposta ambiental (68). Atualmente existem relatos na
literatura com o intuito de promover a terapia génica para a FC, porém existem diversos
problemas associados e a reposta ainda € reduzida e/ou inefetiva (80).

Estudos devem continuar na procura de genes modificadores do quadro pulmonar da
FC e que no futuro possibilitem encontrar alvos para terapias que melhorem a evolugao

pulmonar da doenga e com isso a morbimortalidade.
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Um dos maiores desafios na procura por genes modificadores e na averiguagdao da
suposta acdo modulatéria exercida por eles € a caracterizagdo do fenétipo do paciente. Para
algumas caracteristicas como insuficiéncia pancredtica e ileo meconial a caracterizacdo €
simples e a classificagdo pode ser binaria, classificando apenas como “positivo” ou
“negativo”. Porém, a caracterizagdo do quadro pulmonar ainda exige grande atengdo:
mesmo que o FEV1 seja um bom indicador da doenca pulmonar, é importante que um bom
levantamento clinico tenha sido realizado. Alguns trabalhos de outros grupos relatados na
literatura criaram e utilizaram escores proprios para averiguar o quadro pulmonar, o que
pode ter interferido na comparacdo dos resultados do nosso estudo com a validacdo de
outros grupos. Diferentes formas de realizar a avaliacdo clinica podem levar a diferencas
encontradas entre estudos realizados por centros de estudos e populacdes distintas.

Outro ponto que deve ser discutido é que a contradicdo encontrada nesse estudo
pode ser devido a fatores ndo herddveis que atuam de modo diferente em centros distintos,
assim como entre pacientes de diferentes populacdes. O aumento na expectativa de vida
entre os pacientes nas ultimas décadas é enorme comparado a outras doengas, mostrando
que melhor medicamentagdo e cuidados terapéuticos alteram dramaticamente o ambiente
no qual o paciente estéd inserido. Como consequéncia, alguns estudos podem nao ter grande
poder de detectar o desequilibrio alélico se a frequéncia do alelo de risco na populaciao FC ¢
reduzida devido ao efeito na sobrevivéncia, principalmente em populacdes mais velhas.
Descrever genes modificadores na FC permanece um desafio mesmo que a doenga seja

monogeénica por defini¢do.

Na literatura € possivel encontrar divergéncias em relacdo ao poder modulador dos

genes modificadores. Genes identificados como modificadores por um estudo anterior nao
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sdo validados em uma andlise similar em uma populacdo distinta em um estudo
subsequente. Como exemplo o gene MBL2 foi muito testado j4 que possui um papel
importante da defesa inata do organismo e pacientes com deficiéncia nesse gene tem maior
predisposicao a infeccdo por bactérias e virus. Alguns estudos encontraram tal gene
associado a um pior quadro pulmonar enquanto outros mostraram a infec¢ao precoce por P.
aeruginosa (81-84). Mesmo com diversos resultados positivos, outros estudos ndo
encontraram tal associacdo, o que pode refletir, por exemplo, em diferencas na
caracterizacdo clinica, na idade dos pacientes e outros fatores relacionados a infec¢dao
bacteriana (17). Genes modificadores tém sido estudados desde 1999 e entre diversos
resultados positivos, achados negativos sdo constantemente contraditos por outros estudos
isolados. A identificacdo de genes candidatos a modificadores ainda é uma barreira devido
ao incompleto entendimento da fisiopatologia da doenca pulmonar da FC. Para

confirmacdo da acdo € critico que haja a replicacdo da associacdo em uma populacio

separada, e de preferéncia varias vezes.

A habilidade de conduzir estudos sem viés e localizar polimorfismos no genoma
inteiro tem custo alto. Para maximinar o poder de identificacdo e confiabilidade, alguns
grupos de estudos se uniram e criaram um consdrcio com mais de 3500 pacientes com
fendtipos muito bem estabelecidos. A habilidade de identificar genes ou regides génicas
que influenciem o curso da doenca sustenta varias promessas para um melhor entendimento
dos processos fisiopatoldgicos e para a manipulacdo dos genes para ganho terapéutico. Um
grande embargo dessas pesquisas € que elas podem identificar diversos genes, mas apenas
como marcadores. Infelizmente os estudos ainda ndo fornecem informacdes sobre os

mecanismos segundo 0s quais as variantes exercem seus efeitos fenotipicos. E mesmo
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assim, posteriormente é necessdrio que os genes passem por estudos funcionais para terem

utilidade clinica; o potencial de aplicacdo clinica estd muito préximo.

No presente estudo ndo foi possivel replicar os achados encontrados na literatura
realizada em populacdes europeias. E possivel que diferentes e conflitantes padroes de
associacdo dos polimorfismos e o fenétipo sejam explicados por tendéncias geograficas e

polimorfismos tipicos de determinadas regides globais, bem como diferentes modos de

caracterizacdo clinica e tratamento recebido.
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VI - Conclusoes
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Da andlise de nossa amostra concluimos que:

A frequéncia dos polimorfismos -765C e 8473C no gene COX2 foram de 0,22 e 0,33

respectivamente.

e A frequéncia do polimorfismo 57460T no gene IFRD] foi de 0,48.

e Foi observada associacao entre o polimorfismo 8473T>C, ocorrendo um efeito protetor
com relacdo ao gendtipo TT e a presenga de polipose nasal.

e Foi observada associagdo entre o polimorfismo 8473T>C, entre pacientes com as duas

mutacdes CFTR identificadas, ocorrendo um efeito protetor com relacdo ao gendtipo

TT e a presenca de ileo meconial.
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