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RESUMO
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A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossdmica recessiva com caracteristicas de
doenca complexa. Complicacdes clinicas parecem ser fator decisivo para o progndéstico dos
pacientes. Os polimorfismos nos gedd¥RA2Ae TCF7L2 sdo importantes para elucidar
parte da variabilidade encontrada nas caracteristicas clinicas de doencas inflamatorias,
incluindo a FC, que tem a Diabetes Mellitus como uma importaateorbidade.

Os objetivos deste estudo foram determinar a frequéncia do polimorfismo
rs12255372 no gen€CF7L2 e sua associacdo com Diabetes Mellitus em pacientes com
fibrose cistica, e investigar a associacdo de 27 variaveis clinicas da FC com os
polimorfismos rs553668 e rs10885122 do gab&RA2A

Em nosso estudo, 145 pacientes foram avaliados em relacdo ao gendtipo do
polimorfismo rs12255372 no geff€€F7L2e 176 pacientes foram avaliados em relacdo a
associacdo dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 noAdeRA2Acom 27 variaveis
clinicas da FC. Todos os pacientes em atendimento no Ambulatorio de Pediatria da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP foram confirmados como tendo fibrose
cistica por dois testes de suor alterados (valor de sodio e de cloro superior a 60 mmol / L) e
por andlise de diferencial do epitélio da membrana do intestino através da dosagem de
CFTRpela camara Ussing.

A identificacdo das mutacdes do ge@G&TR foi realizada no laboratério de
Genética Molecular da FCM/Unicamp. O rastreio do polimorfismo rs12255372 foi feito
através da técnica de PCR associada a digestdo enzimatica especifica. O rastreio dos
polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gamRRA2Afoi feito por PCR ARMS. Uma
comparacao genotipica foi realizada com as 27 variaveis clinicas, da FC considerando as

mutacdes do gereFTR
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Encontramos associacgdes clinicas, sem considerar as mutacdes 6& gBneom
as variaveis categoricas: raca [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,002), grupo haplotipico
(p = 0,014)], ileo Meconial [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,030) Quando
consideradas as duas mutacfes no @HER encontramos associacfes com as vagave
ileo meconial (p = 0,0012) e IMC [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,014)]. A
associacdo com dados numeéricos, sem considerar as mutacdes Q¢ gBnI positiva
para a idade ao diagndstico [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,022)]. Considerando as
duas mutacbes no ger&-TR a associagcdo com dados numéricos foi positiva para o
Escore de Bhalla [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,014)], Escore de Shwachman-
Kulczycki [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,008) e haplétipos (p = 0,050)]. Os
polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gé&i2RA2A parecem ser moduladores da
gravidade da FC em nossa amostra.

Em nossa amostra, hdo houve associagao entre o polimorfismo rs12255372 no gene

TCF7L2e a Diabetes Mellitus.
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ABSTRACT
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Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease with characteristics of
complex disease. Clinical complications appear to be a decisive factor in the prognosis of
patients. TheADRA2AandTCF7L2gene polymorphisms are important to elucidate part of
the variability encountered in clinical characteristics in inflammatory diseases, including
CF, which has diabetes-associated as an important comorbidity.

The aims of this study ware to determine the frequency of polymorphism
rs12255372 in theTCF7L2 gene and its association with Diabetes Mellitus in Cystic
Fibrosis patients and to investigate the association of 27 CF clinical variables with
ADRA2Apolymorphisms.

In our study, 145 patients were evaluated in relation to the genotype of the
rs12255372 polymorphism in tHeECF7L2gene. 176 patients were evaluated in relation to
associate rs553668 and rs10885122 polymorphisms imPADRA2A gene with 27 CF
clinical variables. All patients in attendance at the Pediatric Clinic at the Faculty of Medical
Sciences, UNICAMP, were confirmed as having cystic fibrosis by two altered sweat tests
(sodium and chlorine value greater than 60 mmol/L) and by analysis of differential
membrane epithelium of the intestine by the dosage of aGvER through the Ussing
chamber.

The identification of CFTR gene mutations was performed in the laboratory of
Molecular Genetics, FCM/Unicamp. The rs12255372 polymorphism was screening by PCR
method associated with specific enzymatic digestion.

The rs553668 and rs10885122 polymorphismsAIDRA2A gene were screening by
ARMS £CR. A genotypic comparison was performed with 27 CF clinical variables,

consideringCFTRmutations.
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We found clinical associations, without considering the mutations inCEHER
gene, with categorical variables: race [for polymorphism rs553668 (p = 0.002), haplotype
group (p = 0.014)], meconium ileus [for polymorphism rs553668 (p = 0.030). Considering
the two mutations in th€€FTR gene, we find associations with categorical variables
meconium ileus (p = 0.0012) and BMI [for polymorphism rs553668 (p = 0.014)]. The
association with numerical data, without considering the mutations GRA® gene, was
positive for age at diagnosis [for polymorphism rs553668 (p = 0.022)]. Considering the two
mutations in theCFTR gene, the association with nhumerical data was positive for Bhalla
score [for polymorphism rs553668 (p = 0.014)], Shwachman-Kulczycki score [for
polymorphism rs553668 (p = 0.008) and haplotypes (p = 0.050)]. Polymorphisms rs553668
and rs10885122 iADRA2Agene appear to be modulators of CF severity in our sample.

In our sample, there was no association between the polymorphism rs12255372 in

the TCF7L2gene and Diabetes Mellitus.
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1.1. Fibrose Cistica

1.1.1. Historico

As informacfes sobre a fisiopatologia e epidemiologia da Fibrose Cistica (FC)
foram progressivamente conhecidas no século XX. A primeira mencdo quanto as
caracteristicas relevantes dos pacientes com FC esta na propria denominacao conferida pelo
patologista Landsteiner em 1905 ao descrevé-laRomILEURVH FtVWLEREE GR SKkQF
enfermidade do pancreas exocrino, ndo envolvendo as ilhotas de Langherans (§@ampos
al., 1996).

Landsteiner realizou a primeira descricdo anatomopatolégica da FC em recém-
nascidos falecidos no quinto dia de vida por ileo meconial. Em 1936, Guido Fanconi
colaboradores descreveram o caso de uma crianca com sindrome celiaca com alteracdes
pancreaticas, diferentes da sindrome celiaca tipica e que apresentava sintomas pulmonares e
intestinais.

Em 1938, Dorothy Andersen formulou a hipétese da etiologia da doenca, associou
definitivamente as lesdes pancreaticas as pulmonares, indicando o ileo meconial como
manifestacdo mais precoce da doenca. Assim, Andersen consolidou a FC como uma
entidade clinica, autbnoma, multissistémica, com uma incidéncia familiar significativa e
propds uma padronizagdo de seu tratamento, tornando a doenca conhecida nos paises de
lingua inglesa. Esta publicag&o € considerada um marco no estt@o da

Posteriormente, Farber (1945) observou o carater anormal espesso e viscoso das
secregcdes mucosas das varias glandulas exdcrinas e notou que os pacientes com Fibrose

Cistica sofriam de obstrucdo causada por esse muco em uma serie de 6rgdos e propds a
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hipétese de que o muco espesso era consequéncia de estimulo excessivo parassimpatico e
que a secrecdo and6mala assim produzida era responsavel pelas lesdes pulmonares e
SDQFUHIWLFDV )DUEHU FRQIHULX & ddentd] LehfatanadoRo 3P XFRY'
bloqueio dos ductos pancreaticos e da arvore bronquica por esta secrecdo anémala (Campos
et al.,1996).

Anderson e Hodges, em 1946, sugeriram o padrao de heranca autossémico recessivo
da doenca. Um passo essencial para o diagnostico foi dado em 1953, quando Di
Sant'Agnese e colaboradores dentiamam o teor anormalmente elevado do ion cloreto no
suor, durante uma onda de calor no verdo. Subsequentemente, tais pesquisadores
documentaram que 0s niveis de sédio e cloro no suor sédo elevados em todos os individuos
com Fibrose Cistica.

Em 1970, Campos e Szterling registraram grandes avancos sobre a estrutura das
membranas celulares, com enfoque na dinamica do transporte de ions por canais
bioquimicos e na presenca de permeases ou proteinas na estrutura bilipidica da membrana
apical. Na reviséo realizada por Campos e Szterling foi chamada a atencao para a hipotese
sobre as bombas celulares de ions cloreto e sédio na FC (Caingh9$996; Streitet al.,

2003).

Dois conjuntos de observacfes no inicio da década de 80 foram importantes para o
rapido entendimento do defeito molecular ligado a FC. Primeiramente, Knetvkds
(1981) descreveram alteracdes nas propriedades elétricas do epitélio respiratorio na FC,
associadas a anormalidades no transporte de sodio e cloro. A seguir, Quinton e Bijman
(1983) descobriram o defeito do ion cloro nas células epiteliais das glandulas sudoriparas

dos pacientes fibrocisticos. Registraram altos potenciais bioelétricosvel da membrana
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devidos ao decréscimo da absorcao do ion cloreto nas glandulas sudoriparas dos pacientes
com FC. Essas observacdes determinaram um papel patogenético para o movimento de
agua e eletrolitos pelo epitélio e, pela primeira vez, oferecia explicacédo plausivel tanto para

o déficit de agua nas secrecBes mucosas (responsavel pela obstrucdo de glandulas
exdcrinas), quanto para a disfuncdo de multiplos érgéos (Faria, 2007).

Em 1985, surge a primeira indicacdo da presenca do gene da FC no crombdssomo
(Wainwrightet al., 1985). Em 1989, foi descoberto o gene que, quando mutado, causava a
FC e o defeito na proteina produzida pelo ggR@R Com base em pesquisas realizadas
pelo mapeamento genético, o gene responsavel pela FC foi clonado (Rommens, 1989;
Riordan, 1989; Kererat al.,1989). Logo tornou-se claro que seu produto, a pro@fid
era de fato um canal de cloro defeituoso localizado na membrana apical do dfaad (

al., 1992).

1.1.2. Epidemiologia

A FC ou mucoviscidose é a doenca genética autossémica recessiva mais frequente
na populacdo de origem caucasoide, com frequéncia estimada em um caso em cada 2500
nascimentos (Rommens, 1989; Tzetisal., 2001). Atualmente a fibrose cistica afeta mais
de 30.000 criancas e adultos nos Estados Unidos e mais de 70.000 no mundo (QkF, 2012
sua frequéncia varia conforme o grupo étnico em que esta presente @ ate089.

Sua incidéncia é de aproximadamente 1:3000 nascimentos vivos na Europa. Nos
Estados Unidos a incidéncia é de 1:3500 e no Beasgilcidéncia na regido sul assemelha-

se a da populacdo caucasiana do centro da Europa, porém em outras regiées do pais diminui
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para 1 em cada 10.000 nascidos vivos (Tabel@dsaelet al., 2002; Daviset al., 1996;
Raskinet al. 1993; Ribeircet al.,2002.

Tabela 1. Estimativa de incidéncia da FC em cinco estados brasileiros (Reiskih,

2001).
Estado Estimativa de Estimativa de portadores
Incidéncia do gene da FC

RS 1:1.587 01:20

PR 1:6.803 01:42

SP 1:7.358 01:43

SC 1:12.048 01:56

MG 1:20.408 1:72

A FC varia conforme a populacdo (Tabela 2) e a origem étnica (Tabela 3), é
relativamente rara em populacdes negras e a prevaléncia entre os afro-americanos é de
1/17.000 (Jordet al.,2000), enquanto que entre os negros africanos € encontrada com uma

incidéncia estimadde 1 em cada 12.000 nascidos vivos (Feuillet-Fietuxl.,2004).

48



Tabela 2.Estimativa da Fibrose Cistica em alguns paises (Bobatlidla, 2002).

Pais Estimativa de Estimativa de portadores
Incidéncia do gene da FC
Japéo 1:100.000 1:158
Finlandia 1:25.000 1:79
Suécia  1:8.000 1:45
Suica 1:7.700 1:44
Brasil 1:6.902 1:42
Noruega 1:4.500 1:36
Espanha 1:3.500 1:30
Alemanha 1:3.300 1:29
EUA 1:2.500 1:25
ltalia 1:2.500 1:25

Tabela 3.Incidéncia de FC nos diversos grupos étnicos (Fitz-Simmons, 1993).

Populacao/Origem Incidéncia
Europeus 1:936
Povos Hispanicos 1:1.800

Indio Norte Americano 1:2.350

Negros Americanos 1:17.000
Africanos 1:12.000
Asiaticos 1:90.000

Aborigenes do Havai 1:2.500

49



A FC esta associada a uma morbidade e mortalidade em jovens adultos €iVelsh
al., 2001). Os fibrocisticos apresentam um tempo médio de vida de 28 anos (Accurso e

Sontag, 2003).

1.1.3. Genética da Fibrose Cistica

1.1.3.1. GeneCFTR

Em 1985, encontrou-se ligacdo genética entre a enzima paraoxonase e a Fibrose
Cistica (Eiberget al. 1985). Entretanto, a localizacdo cromossémica do gene da
paraoxonase ndo era bem conhecida. Nesse mesmo ano encontrou-se uma forte ligacédo
genética entre a FC e um marcador polimérfico de localizacdo desconhecida (DOCRI-917),
posteriormente localizado no cromossomo 7 (Knowtioal., 1995).

Andlise de ligacdo utilizando um grande numero de marcadores polimorficos de
DNA reduziu a possivel regido para o locus do gene da FC a cerca de 700 Kb. Foi
localizado, entdo, o gene da FC no braco longo do cromossomo 7, na regido q31.2 (Kerem
et al.,1989; Riordan, 1989; Rommens, 1989).

Ja que nao foi encontrada nenhuma anomalia cromossémica estrutural, a clonagem
posicional foi a técnica de escolha para a descoberta do gene responsavel pela FC. Uma
regido do DNA de 250 Kb foi isolada através de uma série de experimentos de clonagem
molecular que se basearam no isolamento de pequenos segmentos da regido de interesse.
Estes fragmentos foram purificados e testados para a presenca de sequéncias codificadoras

(Rommens, 1989; Welddt al.,2001).
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Andlises de sequéncias de DNA e estudos comparativos de sequéncias deduzidas de
aminoacidos revelam diversas homologias com proteinas de membrana celular, dai a
adocdo do termo "Cystic fibrosis transmembrane conductance requi@®erR para o
produto génico (Riordarl989). A prova final da identidade e funcdo do gen&@ddoi
obtida pela capacidade de restaurar o fenétipo normal em célulddwansformadas em
cultura (Richet al.,1990).

Embora os marcadores mais proximos estivessem a certa distancia do gene
responsavel pela doenca, ficou claro que 90% dos cromossomos tinham um haplétipo
particular (Thompsoret al., 2002). Este resultado é conhecido como desequilibrio de
ligacdo, que é definido como a associacdo preferencial de um gene de doenca com
marcadores proximos.

O locus especifico do geneFTR contém aproximadamente 250 quilobases de
DNA genbémico, organizados em 27 éxons, que codificam um RNA mensageiro de 6,5
quilobases (Kb) (Collins, 1992).

Reconhecida como uma doenca autoss6mica recessiva em 1930, a FC tem sido

considerada uma doenca autossémica monogénica.

1.1.3.2. ProteinaCFTR

O RNA mensageiro € traduzido, a partir do gene da FC, em uma proteina
transmembrana de 1480 aminoacidos, com massa molecular de 168.138 daltons, da familia
das proteinas ATP reguladora de transporte de ions denominada Proteina Reguladora da

Condutéancia l6nica Transmembra@{TR (Devlin, 1998).

51



A proteinaCFTR é expressa na superficie de células epiteliais das vias aéreas,
pancreas, figado, intestino, aparelho reprodutor, glandulas salivares e sudoriparas,
formando um canal de cloro (Andersetral., 1991).

A proteinaCFTR esta envolvida na regulacdo do ORCC, que contribuem para uma
ERD FRQGXomR GR tRQ FORUR SHODV-Sénpiov¥ GptheliaH GR (QL
6RGLXP &KDQQHO"™ TXH FRQWUR O Budes8udwvaV hadiehPes@ R tRQ
representada na figura 4, e & formada por trés subunidades principais: uma porcao
hidrofobica, outra hidrofilica e uma porcao polar. A regido hidrofébica é formada por seis
segmentos capazes de atravessar a camada lipidica dupla da membrana celular; a porcao
hidrofilica contém duas dobras de nucleotideos com regides de ligacdo com o ATP
("nucleotide-ATP-binding folds"- NBF's) e finalmente, o dominio polar R com sitios
potenciais para fosforilacdo pelas proteinas quinase A e C e N-glicosilase (R19&n

Devlin, 1998).

cI

regulatdrlo

Figura 1. Estrutura da proteif@FTR (adaptado de Rowntree e Harris, 2003).
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A sequéncia de ativacdo dos canais de Cl da-se do seguinte modo: A proteina
quinase A (PKA) fosforila sitios no dominio regulatério da proteina, produzindo um canal
fechado, cuja abertura requer a ligacdo de MgATP a um ou aos dois dominios de ligacdo a
nucleotideos. A ligacdo do MgATP coloca o canal em um novo estado conformacional,
podendo agora abrir espontaneamente. A reacao inicial de fosforilacdo é reversivel através
de fosfatases (Frizzell, 1995).

Os dominios membranares formam o poro da proteina, ou seja constituem o canal
propriamente dito. Mutacdes nesses dominios alteram a seletividade i6nica do canal (Welsh
e Smith, 1993). Ja os dominios de ligacdo a ATP, controlam a atividade do canal pela
hidrolise da ATP promovida pela fosforilacdo do dominio regulador. Cada dominio NBF
possui uma funcéo. O primeiro, NBF1, que é codificado pelas sequéncias encontradas nos
éxons 9 ao 12, é responsavel pela abertura do canal, enquanto o segundo, NBF2, codificado
pelas sequéncias encontradas desde o éxon 19 ao 23, é responsavel pelo fechamento deste
(Zielenski e Tsui, 1995; Welsh e Smith, 1993).

In vitro, apos ser traduzidaGFTRsegue para o reticulo endoplasmatico onde sofre
a glicolisacdo e depois segue para o complexo de golgi onde ocorre o dobramento,
adquirindo sua forma madura. Apds este processo que é chamado de matC&Jave a

enviada para a membrana celular onde ir4 atuar como canal de cloro.

1.1.3.2.1. Funcionamento da ProteinaCFTR
O defeito basico da FC esta associado com a diminuicdo da conducdo de ions CI
através da membrana apical de células epiteliais. Individuos afetados por FC possuem um

comprometimento do transporte de cloreto. As consequéncias da perda de funcdo da

53



proteinaCFTRvariam de acordo com os tecidos envolvidos. Nas glandulas sudoriparas, a
CFTRnormal funciona reabsorvendo o cloro do limen da glandula. Quando defeituosa, o
cloro deixa de ser reabsorvido ficando em concentracfes elevadas no lumen.CIohRo a
também regula ORCC e EnaC (Devlin, 1998), quando esta defeituosa, o cloro ndo é
reabsorvido, ja que o ORCC se torna inativo e 0 sédio, devido a hiperatividade do EnaC, é
hipersecretado fazendo com que o cloro e o sodio sejam encontrados em concentracdes

elHYDGDV QR VXRU OHYDQGR DR FRQKHFLGR 3VXRU VDOJDG

Figura 2 +Funcionamento da proteirf@TR normal (parte superior) e alterada (parte

inferior) nas glandulas sudoriparas (modificada de Tsui e Durie, 1997).
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Ja em outros 6rgdos, como o pulméao e o pancrézsTRnormal atua secretando o
cloro (Figura 6), e ndo o reabsorvendo como ocorre nas glandulas sudoriparas (Hull, 2003).
Portanto, o funcionamento @FTR defeituosa, provoca um acumulo do ion cloro dentro
da célula, causando aumento do fluxo de sodio através dos canais de sédio (EnaC), com o
objetivo de manter o equilibrio eletroquimico interno da célula (Reis e Damaceno, 1998).

A combinacdo da diminuicdo da secrecdo do ion cloro, pela auséncia ou mau
funcionamento d&€FTR e do aumento da reabsorcdo de sodio e agua, através do EnaC,
resulta na diminuicdo do liquido de superficie das vias aéreas, conduzindo a desidratacao
das secrecOes respiratérias e ao aumento de sua viscosidade, favorecendo a obstrucdo dos

ductos e infec¢Bes endobrénquicas (Ribetral.,2002).

Figura 3 - Funcionamento da protei@dTRalterada no pulméo (Lewis e Clark, 2011)
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1.1.3.3. Mutacdes Associadas a Fibrose Cistica.
Existem mais de 1897 mutacles, de diferentes tipos, relatadas ndCEHERe

(Figura 3 (CFGAC, 2012).

Exon # 123 4 56a6b 7 ) 10 1112 13 14a14b15 1617a 17b 18 19 2021 22 23 24
Missense (RN 0 LR MR (U N TN (e (1N W (0 I RTIRN LT
Nonsense NV 0T 1 L T B MY
Frameshift OO (O LN NECR OO 00 (A (0 RO (LRI
Inframe in/del l | L1l L LE 5 W) 100 I [l R
Splicing [ 1 NI I (I 1 Y |1 1 A [/ A Y |
Promoter i

Seq. Var. (| YRR RN Y (R A (VTR
Legend Exon Region Intron Region(not to scale) — Exon Mutation | Intron/Promoter Mutation |

Figura 4. Representacdo dos diversos tipos de mutacdo ao longo do geDET&a

(adaptado de Frizzell, 1995).

No residuo 50&la proteina, ocorre a mutacdo mais frequeniz 0) YRy XUD
no éxon 10 do gene, quecaracterizada como uma deficiéncia de trés pares de bases, a
qual determina a perda dena fenilalanina na proteifaFTR (Keremet al., 1989). A

PXWDomR 7) R F RiasUiblodisBcos nos USA (Knowles, 2006).
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— isoleucina 506

L isoleucina 507

r fenilalanina 508

— glicina 509

— walina 310

—H A ey | | e

Figura 5. Representacdo esquematica da mutaggo GD )& FDUDFWHUL]DGD SHO

de 3 pares de bases no éxon 10 (Adaptado de Welsh e Smith, 1993

$ SUHYDOrQFLD GD PXWDomR () YDULD GH DFRUGR FR
4). Assim, foram constatadas prevaléncias de 80% na Inglaterra; 70% na América do Norte
(Chillon et al., 1993); 67% na Franca (Chomet al., 1990); 50% na Espanha; 42% na
regido de Verona, na Italia, e 27% na Turquia (Chidbal.,1993). Devido a importancia
dessa anomalia e a frequéncia elevada dessa mutacéo, foi realizado um esforco conjunto de
pesquisadores visando 0 mapeamento dessa mutacdo no Continente Europeu (European
Working Group, 1990). Apesar da frequéndttOHYDGD GD P XW DaeniBO0G ) PDL
outras alteracdes génicas foram descritas, a maioria localizada nos éxons 10 e 11. Nenhuma

delas atinge prevaléncia tdo elevada, quarfox@W DomR ()
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Tabela 4.FrequénciaGD PXWDomR

)

QR PXQQ®R20MZVRQ H J)URVVD

Pais

Frequéncia GD ™)

Dinamarca
Reino Unido
Estados Unidos
Franca
Alemanha
Bulgaria
Argentina
Espanha

ltalia

Grécia

Brasil

Portugal
México

Cuba

Judeus Askenazi
Turquia

Istambul

87

75

70

68

68

66

57

54

52

52

47

44

34

34

30

19
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As mutacBes que também teriam importancia relativa devido a sua frequéncia
seriam as G542X, G551D, R553X , que ocorrem no éxon 11 e N1303K no éxon 21. Juntas,
essas quatro mutacdes ocorreriam em cerca de 9% dos alelos fibrocisticos na populacéo
caucasoide norte-americana (Detlal.,1991).

No Brasil, foi realizado um estudo inicial com 80 pacientes portadores de FC e foi
verificada D SUHVHQoD GDV PXWDo}HV a) * o, * ' 5
Verificaram que as mutacdes juntas perfazem cerca de 40% dos alelos mucoviscidoticos
(26,03% - 0) - G542X; 2,74% - N1303K; 2,05% - G551D e 2,33% - R553X)
(Parizotto, 1997).

Em um estudo de Correia (2005), na regido de Campinas (SP) com 70 pacientes, a
frequéncia das 6 principais mutacdes (SP) foi 50% para , 4,29% para G542X, 2,14%
para R1162X, 1,43% para N1303K, 0,71% para R553X.

0% para G551D,

1.1.3.3.1.  Classes de Mutacbes

As mutacBes da FC foram classificadas em 5 diferentes classes (Figura 3), de
acordo com o mecanismo através do qual a pro@HidR alterada se apresenta (Weéth
al., 2001).

As classes |, Il e lll sdo classificadas como as de fen6tipo mais severo, ja que
englobam mutacgdes que levam a producao de pouca ou nenhuma proteina (Zielenski e Tsui,
1995) e invariavelmente a uma IP (Zielenski, 2000).

As mutagOes da classe | resultam em defeito ou auséncia de sintese da proteina,

FDXVDGD SHODV PXWDo}HVa @&HnaNzSde Uditwr® &0 samXsermidpo
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(Zielenski e Tsui, 1995). Entre as mutacfes mais frequentes desta classe encontra-se a
mutacdo G542X, que produz um cédon de parada da transcricdo formando uma proteina
truncada.

Nas mutacoes da classe Il os defeitos ocorrem na maturacéo da proteina, impedindo
gue esta chegue a membrana, que seja processada e assuma sua conformacgéao correta. Faz
parte dessa classe a mutacédo mais frequebte ™) ‘HOVK H 6 PLWK

As mutacdes da classe Il afetam o dominio regulatério, comprometendo a
regulacdo do canal. Um exemplo dessa classe € a mutacdo G551D (Selatd602).

Mutacbes nas classes IV e V estdo associadas a funcdo residual diFg&he
sdo geralmente associadas a uma funcdo pancreatica satisfatoria etKath2001;
MCkoneet al.,2003).

As mutacdes de classe IV produzem uma proteina que € corretamente localizada na
membrana e responde a estimulacdo da ATP, porém gera uma menor conducao de ions
cloro e diminui o tempo de abertura do canal. Como exemplo as mutacfes R117H e R347P.

As mutacdes de classe V alteram a estabilidade da proteina e o processamento da
CFTR é normal, porém em quantidade reduzida, sendo que pequenos niveis funcionais

desta sdo alocados na membrana (Rowntree e Harris, 2003).
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Figura 6. Esquematizacao celular das 5 classes de mutactes na FC.
Classe 1tndo ocorre a sintese proteica; classe Il - defeito na maturagcédo e processamento da
proteina; classe Il - defeito na regulacdo do canal; classe IV - alteracdo na ootaluca

canal; classe V- alteracédo na estabilidade da proteina (\atedth2001).

O numero de classes foi estendido para seis (Vankeerbezgladn2002), tendo
sido incorporada a classe VI, que promovem alteragcdes que afetam as propriedades de
regulacdo da protein@FTR como exemplo a mutacdo A455E, localizada no éxon 9 do
geneCFTR
1.1.4. Principais Manifestac@es Clinicas da Fibrose Cistica

A FC é uma doenca que possui uma expressividade altamente variavel, au seja,
gravidade da doenca pode variar muito entre as pessoas que a possuem, assim como sua
idade de inicio, que varia desde o periodo neonatal até a vida adulta, com alguns pacientes
sendo assintomaticos por varios anos (Simmaaetdal., 2010). E essencialmente uma
doenca pos-natal, com poucas manifestacfes clinicas ao nascimento, como ileo meconial,
volvulus, atresia ou amputacdo intestinal, resultante da secrecdo intestinal anormal de

muco. A gestacdo de criancas afetadas pela Fibrose Cistica é de duragdo normal, sendo
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apenas o peso ao nascimento levemente reduzido (B®gs). Em geral, a doenca néo se
manifesta antes do nascimento e mesmo naqueles casos em que alguma manifestacao
ocorre, o desenvolvimento do feto € normal.

O fendtipo daFC é complexo e os seus pacientes exibem uma grande variedade de
sintomas respiratérios, gastrointestinais e no aparelho reprodutor, bem como niveis
elevados de eletrolitos no suor (Tsui, 1995).

A proteinaCFTR estad envolvida na reabsorcdo do cloro a partir do suor nas
glandulas sudoriparas (Quinton, 1990). A inibicdo dessa reabsor¢cdo e o efluxo
compensatorio de sodio resultante explicam o suor salgado da mucoviscidose (Bbucher
al., 1986).

A maioria dos pacientes apresenta os sintomas no inicio da vida, apenas uma
pequena parte deles manifesta os sintomas tardiamente, na adolescéncia ou na idade adulta
(Andersonet al., 1992). As manifestacBes mais frequentes na época do diagndéstico foram

descritas pela Cystic Fibrosis Foundation (CFF).

1.1.4.1. Sistema Respiratorio

Problemas no sistema respiratdrio sdo responsaveis por mais de 90% da morbidade
e mortalidade em pacientes cdf® (Tebbuttet al., 1998), apresentandse de forma
progressiva e de intensidade variavel (Alvarez, 2002). Esta intensidade de acometimento €
que determina o progndéstico da doenca. Ao nascimento, as criancas com FC apresentam
pulmdes estruturalmente normais, mas com o tempo, infec¢des e inflamagdes sucessivas,

culminam em hipertenséao pulmonar e insuficiéncia respiratoria crénica (Hodson, 2000).
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Ao nascimento, o pulm&o é histologicamente normal e as alteracfes se iniciam nas
pequenas vias aéreas. A lesao inicial é a dilatacdo e hipertrofia das glandulas secretoras de
muco (Sturgess, 1982). Ocorre infiltracdo linfocitaria aguda e crbnica. Podem ocorrer
pneumonias de repeticdo, principalmente em pacientes mais jovens (Bedebsalan
1976). Com a evolucéao formam-se bronquiectasias, por causa da incapacidade do individuo
em esterilizar o trato respiratorio e diminuir o processo inflamatério (Tomaskegfaki
1986).

Devido a ineficiéncia na eliminagdo do muco, os pulmdes ficam altamente
suscetiveis a infeccdo bacteriana. Os microrganismos mais comumente encontrados sao:
Pseudomonas aerogino$80%), o que resulta em perda progressiva da funcdo pulmonar
levando a mortgDemko et al., 1995), Staphylococcus aureu&8,3%), Haemophilus
influenzae(8,9%) eBurkholderia cepaced3,2%) (Robinson, 2001). Gtaphylococcus
aureusé o primeiro microrganismo a colonizar os pacientes, predispondo o organismo para
a colonizacéo pelRseudomonas aeroginosa @eroginosa)A bactéria mais comum,Ra
aeroginosagoloniza a maioria dos pacientes com FC antes dos 10 anos de idade. As cepas
nao-mucoides ocorrem no inicio da colonizacdo que ao tornar-se crénica sdo substituidas
por cepas mucoides. A colonizagdo por essa bactéria € claramente a principal causa da
doenca pulmonar progressiva na maioria dos individuos. Ja a bBctkimlderia cepacia
aparece em uma fase mais tardia e constitui um problema terapéutico grave que evolui
como uma infeccdo pulmonar fulminante, frequentemente fatal, devido a elevada
resisténcia natural deste microrganismo a grande maioria dos antibidticos conhecidos

(Alvarez, 2002).
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1.1.4.2. Sistema Digestivo

As manifestacfes clinicas relacionadas ao aparelho digestivo sdo variaveis. A mais
importante e frequente € a disfuncédo pancreética, que, quando presente, pode ter inicio na
fase fetal, levando a insuficiéncia exdcrina do pancreas que segundo Maclusky e Levison
(1990) ocorre ainda no periodo intrauterino, quando ha uma inflamacéo, com perda de
funcao e fibrose do 6rgdo. Cerca de 80 a 90% dos pacientes sdo acometidos apresentando
grau variavel e progressivo de comprometimento do 6rgéo devido a obstrucdo dos ductos
pela presenca de secrecdes densas e desenvolvimento gradual de fibrose no érgéo
(Salvatoreet al., 2002). A causa dessa disfuncdo é a obstrucdo causada por secrecfes
espessas e a subsequente destruicdo das glandulas exdcrinas do pancreas, que resultam em
deficiéncia pancreatica enzimatica e desnutricdo (Kbst,1995).

A apresentacao clinica caracteriza-se por diarreia crdonica, com evacuacoes de fezes
volumosas e gordurosas, sendo percebidos restos alimentares (Reis e Damaceno, 1998). A
desnutricdo se instala rapidamente pela perda de calorias, vitaminas e proteinas devido a ma
digestdo alimentar, além do aumento das necessidades caldricas causado pelas infeccdes
respiratorias de repeticdo que conduzem a um baixo ganho peestatoral (Reis e
Damaceno, 1998).

A mais importante das manifestacdes intestinais da FC € o ileo meconial, decorrente
da obstrucao do Iimen iliaco por massa meconial viscosa. O recém-nascido tem dificuldade
para eliminar seu material gastrointestinal (mecénio), que acaba por bloquear o intestino. A
obstrucéo intestinal com ileo meconial ocorre em 10 a 20% dos pacientes recém-nascidos

(Anderson et al ., 1992).
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Os sinais de obstrucdo intestinal podem aparecer dentro de 48 horas apos o
nascimento. Evans e colaboradores (2001) demonstraram que pacientes com FC que
tiveram ileo meconial apresentaram uma piora na prova de funcdo pulmonar quando
comparados a pacientes que nao o tiveram e foram diagnosticados por triagem neonatal.
Deste modo, esses autores sugerem que o ileo meconial esteja associado a um fenotipo
mais grave da doenca.

A sindrome da obstrucéo intestinal distal € equivalente ao ileo meconial que ocorre
em adolescentes e adultos com FC e também ocorre em 10 a 20% dos casos (Alvarez,
2002). Esta @& consequéncia do material muco-fecal apresentar uma viscosidade anormal
no ileo terminal e no colon direito, onde o bolo fecal € normalmente liquido, provocando
grande dor abdominal com uma massa palpavel na fossa iliaca direita, send® que o

sintomas séo exacerbados apos a alimentacéo.

1.1.4.3. Sistema Reprodutor

A infertilidade é um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos homens,
sendo que 98% dos homens com FC sdo estéreis. Agenesia Congénita Bilateral dos Vasos
Deferentes (CBAVD+ 3& RQJHQLWDO %LODWHUDO $SODVLD RI 9DV
autossbmica recessiva relacionada a infertilidade que acomete homens saudaveis.
Aproximadamente 6% dos casos de azoospermia sdo por CBAVD (Bernatdaig
2003). Aproximadamente 75% dos homens diagnosticados com CBAVD, possuem
mutacdes para a FC (Chilleet al., 1995). Em 98% dos homens fibrocisticos ocorre

azoospermia devido a obstrucéo do canal deferente
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A CBAVD ¢é caracterizada por atrofia, fiborose ou auséncia do epididimo, vaso
deferente, vesicula seminal e ductos ejaculatorios (Quinzii e Castellani, 2000). A patologia
associada as alteracdes estruturais provavelmente esta associada a obstrucdo do trato
reprodutivo, devido ao muco espesso, no periodo intrauterino (Ketpddnl1968).

Na maioria dos casos, a espermatogénese ndo estd comprometida, porém, as
alteracbes obstrutivas ndo permitem que os espermatozoides cheguem a uretra. Nestes
casos, a opcao seria a fertilizacdo assistida, levando em consideracdo a possibilidade de
riscos de FC para a descendéncia do casal (Mettaly, 2002).

Ja a fertilidade diminuida das mulheres fibrocisticas, que ocorre em 60% das
pacientes (Gilljamet al., 2000), esta relacionada ao muco cervical espesso, que ainda

possui caracteristicas bioquimicas alteradas, agindo como um espermicida.

1.1.5. Diagnéstico da Fibrose Cistica

O diagnéstico da FC nunca foi simples. E uma doenca multissistémica apresentando
uma grande variabilidade de manifestacées clinicas, com diferentes graus de acometimento
e com inicio de manifestacdo variavel. Apesar de manifestar-se por formas atipicas, a CFF,
em 1997, prop6s algumas caracteristicas fenotipicas, que devem nortear o diagnostico da
doenca (embora os autores admitam que provavelmente ndo cubram todos os quadros
clinicos possiveis), tais como:
- Histodria familiar da doenca;
- Anormalidades intestinais (sindrome da obstrucdo intestinal distal, prolapso retal e ileo

meconial, ocorrendo em cerca de 10%s decém-nascidos com FC) e pancreaticas
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(dificuldade de ganho de peso adequado durante a infancia, embora demonstrando um
apetite voraz, evacuacoes frequentes de fezes gordurosas com forte odor);

- Doenca pulmonar ou sinusal cronica, manifestada por colonizacao/infeccéo, alteracoes
persistentes na radiografia do torax (bronquiectasias, atelectasias, opacificacoes e
hiperinsuflacdo com obstrucdo das vias aéreas), tosse frequente e repetitiva com producéo
de catarro, episodios de respiracdo dificil, retracdo dos tecidos moles nas areas
supraclaviculares, supraexternal, intercostais e sub-costais (Caimalos1996; Correia,

2009;

- Teste positivo da triagem neonatal (dosagem da tripsina imunoreativa);

- Atresia do canal deferente, resultando em azoospermia obstrutiva.

Até 1930, a doenca era reconhecida como uma sindrome clinica, mas as
caracteristicas ndo eram claramente distintas daquelas de outras causas de ma absorcédo e
retardo no crescimento, como a intolerancia ao gluten (ou doenca celiaca) (Andersen
1938).

Para a grande maioria dos pacientes o diagndstico é sugerido pela presenca de uma
ou mais caracteristicas clinicas, historia familiar de FC, ou resultado positivo de teste de
triagem neonatal, o qual € confirmado por evidéncia laboratorial de disfuncdo do gene
CFTR(Rosenstein e Cutting, 1998).

A FC classica pode ser diagnosticada ou excluida pelo teste do suor. Para alguns
pacientes com poucos sintomas presentes, no entanto, testes mais extensivos, como o
molecular, sédo necessarios para identificar variantes mais brandas. O diagndéstico da doenca

proporciona aconselhamento genético e vigilancia pulmonar apropriada, o que pode se
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tornar cada vez mais importante a medida que os avancos terapéuticos melhoram o

prognéstico (Stern, 199.7Critérios para o diagnéstico && sao relacionados no quadro 1.

Quadro 1 - Critérios para o diagnoéstico && (Rosensteins & Cutting, 1998).

Uma ou mais caracteristicas fenotipicas
- ou historia familiar de FC

- ou resultado de teste de triagem neonatal positemnEentracdo aumentada de cloretg no
suor por iontoforese com pilocarpina em duas ou mais ocasides
- ou identificacdo de duas mutacdes no geR€R

- ou demonstracédo de transporte anormal de ions no epitélio nasal (diferenca de potencial

nasal)

1.1.5.1. Teste do Suor

O folclore suico e austriaco ja observava, em tempos medievais, que uma crianca
gue tinha gosto salgado ao ser beijada era considerada enfeiticada e morria precocemente
No entanto, somente em 1953|.D6 D Q W fetco@drdddres demonstraram o excesso de
sal no suor de pacientes com FC (Wilcken e Wiley, 2003). Ainda hoje, na maioria dos
casos, o diagnostico de FC é confirmado pela medida da concentracdo de cloreto no suor
(Rosenstein, 1998). O teste € considerado o padrdo-ouro para o diagnostico da FC, com
elevadas sensibilidade e especificidade (>95%), baixo custo e a vantagem de nao ser
invasivo. Atualmente, o Unico método que permanece clinicamente confiavel é o da
iontoforese quantitativa por pilocarpina, padronizado por Gibson e Cooke, em@9509.

exame é realizado através da estimulagdo das glandulas sudoriparas pela aplicacdo da
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pilocarpina em area da pele do antebraco, com coleta de suor pela iontoforese (Alvarez,
2002). A quantidade de suor necessaria € de no minimo 100mg. O resultado é positivo
guando a concentracdo de cloro € maior que 60mEqg/L. Valores menores que 45mEg/L sé&o
considerados normais; adolescentes e adultos jovens podem ter valores mais elevados, e
desta forma resultados entre 45 e 60 mEg/L sdo considerados duvidosos e o exame deve ser
repetido. Resultados falso-positivos e falso-negativos sdo frequentemente detectados
(Wilmott, 1998).

Pela gravidade da doenca e pelo seu prognostico reservado, o diagnostico de FC
somente podera ser firmado com dois testes positivos, realizados em momentos diferentes.
N&o existe correlacdo entre a concentracdo de ions no suor e a gravidade da doenca

(Ribeiroet al.,2002).

1.1.5.2. Dosagem de Tripsina Imunorreativa (TR)

O exame mais utilizado para o diagnostico da FC é a dosagem quantitativa da
tripsina imunoreativa (TIR), por imunofluorimetria, que é baseado no aumento do
tripsinogénio no sangue, secundario ao refluxo de secrecdo pancreatica, provocado pela
obstrucéo dos ductos pancreaticos.

O teste deve ser realizado na primeira semana de vida, com amostras de sangue
impregnadas em papel-filtro especial, como na coleta para pesquisa de fenilcetonuria e
hipotireoidismo. A dosagem da TIR € um indicador indireto da FC, pois avalia apenas a
integridade da funcdo pancreatica. Um teste com valores acima do padrédo adotado, 70
ng/ml, devera ser repetido num intervalo de 15 a 30 dias, e se persistir positivo, o paciente

devera ser submetido ao teste do suor, para confirmar o diagnoéstico de FC.
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Embora este teste tenha uma eficiéncia de 95,3%, segundo dados obtidos em um
trabalho realizado na regido de Victoria na Australia, entre os anos de 1989 e 1998 (Massie
et al.,2000), deve haver uma confirmacéo do resultado através do teste molecular ou teste
do suor, pois ha possibilidade de falsos positivos e/ou falsos negativos. Um teste negativo
de TIR néo exclui FC na auséncia de insuficiéncia pancreatica (Ribeiro, 2002).

Através de uma portaria, 0 Ministério da Saude, tornou obrigatéria a realizacéo da
triageP GD )& FRPR tedfdlddpérinBdRardpliadd SRUWDQWR RV PpGLFRV !
devem ser alertados sobre como interpreta-lo corretamente. Apesar disto, cerca de 3
milhdes de criancas que nascem no Brasil todo ano, apenas 1,8 milhdo tém acesso ao teste

(Ribeiro, 2002).

1.1.5.3. Condutividade

A condutividade € um método alternativo e ndo-seletivo para a medida de ions no
suor, que efib aumentados em pacientes com FC e sua quantificacdo foi proposta como
teste diagndstico. A Fundacédo para Fibrose Cistica dos Estados Unidos (Cystic Fibrosis
Foundation) aprovou um condutivimetro especialmente desenhado para uso com o coletor
de suor Wescor Macroduct, como método de triagem. H& excelente correlacdo entre os
resultados das concentracbes de cloro e a condutividade no suor. Um resultado de
condutividade igual ou superior a 50 mmol/l é considerado positivo e deveria ser

confirmado por um teste do suor quantitativo (Rosenstein, 1998).
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1.1.5.4. Andlise genética

O diagnéstico molecular da FC € muito util para identificar precocemente os
pacientes e assim, dar inicio ao tratamento mais adequado, o mais rapido possivel. Isto tem
se mostrado significativo para uma melhora na qualidade de vida e, consequentemente, uma
longevidade desses pacientes. Este fato ndo é uma realidade em paises como o Brasil em
gue a maioria dos casos permanece, provavelmente, sem diagndstico e principalmente, pela
existéncia de muitas familias em situacdo socioecondmica nao privilegiada diS#iejt
2003).

A identificacdo de duas mutac¢des conhecidas confirma o diagnéstico de FC, sendo
decisivo naquele paciente que apresenta quadro clinico compativel e teste do suor
inconclusivo. A andlise das mutacdes é de alto custo, e poucos centros no Brasil estdo
capacitados a realiza-la. A triagem das 25 mutacdes mais frequentes detecta 80 a 85% dos
alelos de pacientes com FC. Dessa forma, a confirmacao do diagnéstico pelo teste genético

€ extremamente especifica, porém ndo muito sensivel (Ribeiro, 2002).

1.1.6. Progndstico da Fibrose Cistica

O prognostico da FC relaciona-se com a heranca genética, presenca de IP, sexo,
idade de inicio e a gravidade das manifestacdes clinicas respiratorias. A presenca da
PXWDomR ) QD IRUPD K R-BeRchmligddficiEridia paRcteBtiEd, R&dD
gravidade da doenca pulmonar e colonizacdo precocePpeudomonas aeruginosa
(Ribeiro, 2002). Com os avang¢os na terapéutica padronizada para pacientes com FC ao
longo dos anos, a média de sobrevida aumentou espetacularmente. Enquanto na década de

1950 essencialmente todos os pacientes morriam até os 10 anos de idade, na década
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passada aproximadamente um terco dos pacientes com FC estava sobrevivendo até a idade
adulta. Este aumento na média de sobrevida teve um impacto marcante na natureza da FC
como doenca infecciosa, uma vez que uma maior sobrevida dos pacientes com FC criou
oportunidades para o estabelecimento de infecgcbes por outras bactérias além de
Staphylococcus aureustualmente Pseudomonageruginosaé o patdégeno pulmonar mais
prevalente nos pacientes com FC (Lyczak, 2002).

Dados do registro de pacientes com FC dos Estados Unidos demonstram que a
média de idade do 6bito aumentou de 8,4 anos em 1969 para 14,3 anos em 1998, e a média
de tempo de sobrevida aumentou de 14 anos em 1969 para 32 anos em 2000. Outros paises
tém também apresentado melhora destas taxas, embora persistam diferencas significativas
na sobrevida. Estas diferencas podem ser afetadas por estratégias de tratamento, acesso a
centros especializados e condicdo socioeconémica (Ratjen e Doring, 2003). Uma analise
multivariada acompanhou a evolugédo de 127 pacientes em Minas Gerais por um periodo de
20 anos. Foi usado um modelo estatistico que permitia uma avaliacdo objetiva do risco de
morte, e podia ser usado para aconselhamento da familia do paciente. O estudo detectou um
excesso de risco de morte nos pacientes com escore de Shwatimmarde 70, idade ao
diagndstico menor que 3 anos e peso ao hascimento de menos de 3kg (Oliveira, 2002). O
escore de Shwachman avalia o estado geral dos pacientes correlacionando a nutricao,
atividade geral, exames fisicos e achados radioldgicos. Para cada item avaliado € conferida
uma pontuacdo que pode atingir 0 maximo de 25. Quanto menor a pontuacéo e, portanto o
escore, pior o quadro clinico (Alvarez, 2002).

O fator idade ao diagnoéstico poderia ser especulado como peculiar em paises em

desenvolvimento como o Brasil, possivelmente devido a somente casos de FC com
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apresentacao clinica severa serem acompanhados, enquanto casos moderados a leves,
especialmente em areas rurais, podem ser subdiagnosticados. A intensidade das
anormalidades pulmonares varia muito € 0S casos mais Severos procuram mais
precocemente por diagndéstico e tratamento. O diagnostico tardio de casos clinicamente
inaparentes ou menos severos Nao piora necessariamente o prognostico (Cetnadr,gos

2000).

1.1.7. Genes modificadores na Fibrose Cistica

Em um estudo realizado em gémeos mono e dizigéticos encontrou-se uma forte
contribuicdo genética na doenca pulmonar sem, contudo, ser dependente do G&dRipo
(Santiset al.,1992).

Interacbes entre mutacBes genéticas, genes modificadores e fatores ambientais
contribuem para a grande variabilidade fenotipica e severidade da doencaetAiles
2007).

Atualmente tem-se relatado a acdo de outros genes sobre o fendtipo, sendo
responsaveis, geralmente pela variabilidade clinica. Os genes que modulam a gravidade e
variabilidade sdo denominados modificadores e diversas estratégias tém sido elaboradas
para sua identificacédo e caracterizacdo (Houston e Tomlinsor), 1998

O ambiente € um fator que ndo pode ser controlado para a analise estatistica. No
entanto, os genes modificadores sdo os alvos de estudos e permitem uma melhor
compreensao da variabilidade clinica da doenca, especialmente nos aspectos da doenca
pulmonar. Um lécus modificador é distinto daquele da doenca e acarreta em variacao

quantitativa e/ou qualitativa no fenotipo da doenca (Houston e Tomlinson, 1998; Soferman,
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2006). Os genes modificadores podem atuar por diferentes caminhos, sendo as principais
possibilidades: (i) em células ou tecidos especificos, ou ter acdo sistémica; (ii) efeitos
qualitativos ou quantitativos, ambos em nivel da proteina ou no fenétipo da doenca; (iii)
acao especifica na apresentacédo da doenca, bem como acao inespecifica; (iv) acao direta ou
controlada sobre a mutacdo que acarretada a doenca, bem como, sobre condicGes
ambientais especificas (Houston e Tomlinson, 1998; Merlo e Boyle, 2003; Aaeurso
Sontag, 2003; Sliekest al.,2005; Marson, 2011).

O conceito de multiplos modificadores genéticos na doenca Mendeliana, como na
Fibrose Cistica, € diferente do conceito de mdultiplos variantes genéticos na doenca néo
Mendeliana, como na asma. Nas doencas genéticas complexas, variantes genéticas
multiplas interagem umas as outras (e o ambiente) causando a doenca. Ao contrario, a
Fibrose Cistica é causada por mutacdes no Gefi&R e variacdes genéticas que relatam a
cascata de patogenia da mutacdo no @#AER modificam a gravidade do fenétipo. De
fato, polimorfismos genéticos que apresentam um pequeno efeito ou ndo em sujeitos
normais, podem ser modificadores da doenca na Fibrose Cistica (Knowles, 200&tAlves
al., 2007; Marson, 2011)

Para esclarecer como ocorre a apresentacao do quadro clinico na FC, observe a

Figura 7.
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Figura 7. Fatores atuantes na apresentacao clinica da FC (Marson, 2011).

Na FC, a variabilidade clinica esta associada com as variaveis clinicas, no entanto,
h& muito ainda para ser analisado. Genes modificadores associados a respostarimune té
sido um alvo para o estudo da modulacdo genética e de novas drogas, tais coms 0s gene
ADRA2Ae TCF7L2

A identificacdo desses genes modificadores ajudara ndo somente no entendimento
da patofisiologia, como também no uso de tratamentos convencionais e proporcionara alvos

para uma intervencao terapéutica futura (Boyle, 2003; Boyle, 2007; é&thabs2007)
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Consequentemente, é preciso verificar a sua ocorréncia em nossas populacdes para
que sirva como elemento diagnéstico e apoiador de iniciativas de saude publica além do

acompanhamento mais efetivo das pessoas.
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1.1.7.1. GeneTCF7L2

O Transcription factor 7-like 2 o CF7L2 antigamente referido comdCF-4
(Transcription fator 4) esté localizado no cromossomo 10, regido g25.3 e possui 217.429pb
divididos em 18 éxons (Prokunina-Olssaral.,2009).

TCF7L2 é um gene capaz de influenciar a transcricdo de varios genes. Portanto,
exerce uma grande variedade de funcdes no interior da célula.

E um fator de transcricio e um componente essencial da via de sinalizacdo Wnt,
cujo termo advém da combinacdo de Wg (wingless) e INT, genes que codificam proteinas
de integracao, e podem ser pronunciados wint.

A transducao da via Wnt € uma das vias centrais que controlam o crescimento e
diferenciacdo dos organismos. Esta envolvida no desenvolvimento de uma grande
variedade de linhagens de células e 6rgaos (Gtiah, 2007; Marquezine, 2009). Em um
dos principais ramos da Wnt, denominado via canbnica, Wnts se ligam a recijzidesbs
em conjunto com correceptores da familia LRP (Leucine-responsive Regulatory Protein). A
ativacdo resultante da via previne a fosforilacdo da B-catenina e sua degradacdo
subsequente. A Beta-catenina estabilizada transloca-se para dentro do nudcleo onde ela
interage com os fatores de transcricdo da familia TCF para ativar a expressao de genes alvo
do TCF7L2 Em conclusédo, acredita-se que a regulacdo controlada desse mecanismo de
sinalizacédo leva a proliferacédo e diferenciacdo normais em tecidos-chave para a patogénese
do DM2, como o adiposo e, possivelmente, o pancreas endocrino (Eush| 2000;

Welterset al.,2008)
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Polimorfismos deTCF7L2 foram associados a secrecao de insulina diminuida, a
producdo de glicose, e a tolerancia a glicose por meio de efeitos diretos nas células
betapancreatica das ilhotas.

Assim, embora o0 mecanismo especifico de conducdo do desenvolvimento de
diabetes tipo 2 ndo seja claro, existem evidéncias suficientes para demonstrar que variantes
no genelTCF7L2 podem aumentar o risco de desenvolvimento de DM2 e/ou a progressao
para diabetes com tolerancia diminuida a glicose.

Hé& poucos estudos que investigam o papdl@&a7L2sobre a secrecdo de insulina
em ilhotas isoladas. Recentemente, um estudo realizado por Shu e colaboradores relataram
gue o silenciamento dECF7L2 por siRNA resultou numa forte inibicdo da secrecédo de
insulina em ilhéus humanos e rato. Por outro lado, a superexpres§&é-de2 secrecao
de insulina estimulada. A maneira como 0s niveis da proteina modulam a secrecdo de
insulina ndo foi estabelecida no estudo. Porém, sabe-se que o silenciamé@ie7de
exerce um forte efeito inibidor sobre a secrecao de insulina induzida pela glicose.

A expressdo ddCF7L2em ilhotas humanas foi 5 vezes maior em diabéticos, o que
foi associado a reducdo da secrecao de insulina estimulada por glicose nessas células,

reforcando o envolvimento do gene na patogénese da diabetes (Lys$emkd?2007;

Marquezine, 2009).
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1.1.7.1.1. Polimorfismo no geneTCF7L2.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) tém sido consistentemente
associados com Diabetes Mellitus tipo 2 em populacbes de diferentes origens étnicas,
fazendo doTCF7L2 hoje, um dos l6cus mais importantes para a predisposicdo a DM2
(Francoet al.,2011)

Em uma populacéo islandesa, Grante colaboradores (2006) encontraram forte
desequilibrio de ligacdo entre um SNP no intron 3 (rs7903146), rs12255372 no intron 4 e
um marcador de microssatélites no intron 3, DG10S478.

Prokunina-Olsson e colaboradores (2009) afirmaram que rs7903146 e rs12255372
estdo a 50 kb de distancia e dentro de um bloco de 92 kb em forte desequilibrio de ligacéo e
mostraram igualmente forte assoéiagcom diabetes tipo 2 (figurg.8

Entre os SNPs, as variantes rs7903146 e rs12255372 sdo mais significativamente
associadas com o risco de DM2. Aléem disso, estes SNPs tém sido relacionados com o
metabolismo prejudicado da glicose.

O rs12255372 também é conhecido como IVS4G>T e, além da Diabetes tipo 2, esta

ligado ao cancer de mama e a forma agressiva do cancer de prostata.

Figura 8. Estrutura do gen@ CF7L2. Microssatélite DG10S478 e polimorfismos

rs7903146 e rs1225537@daptado de Prokunina-Olssetral.,2009).
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1.1.7.2. GeneADRA2A

Na FC, a variabilidade clinica esta associada com variaveis clinicas, no entanto,
ainda ha muito a ser analisado, e genes modificadores que sdo associados a resposta
imunologica tém sido alvos de estudo de modulacdo genética e identificacdo de novas
terapéuticas (Drumrat al.,2012; Knowleset al.,2012; Dorfmaret al.,2012). Entre estes,

0 gene Receptor Adrenérgico alfa-2®0RA2A foi estudado.

ADRAZ2Afoi mapeado por Yang-Feng e colaboradores (1987) na regido q24-26 do
cromossomo 10, possui 3650pb e apenas 1 éxon de 1353pb. Codifica uma proteina com
450 aminoacidos, conhecida como receptor afa-D GUH Q ptARL FR

Receptores adrenérgicos sao divididos em 2 classes, alfa e beta, e cada uma delas é
dividida em 2 subclasses denominadas alfa-1 e alfa-2 e beta-1 e beta-2.

Para os receptores alfa-2, os 3 subtipos identificados foram alfa-2A, alfa-2B e alfa-
2C (Bylund, 2005). Cada um dos subtipos do receptor adrenérgico alfa-2 é especifico na
distribuicdo em tecidos e células, padrdo ontogenético, regulacdo e funcdes fisioldgicas
(Shishkina e Dygalo, 2002).

O receptor adrenérgico alfa-2, particularmente o subtipo alfa-2A, € uma proteina
chave no controle do sistema que regula atencao, vigilancia e memoéria (aestu
2008), mediando outras importantes respostas fisiol6gicas, particularmente no sistema
cardiovascular e sistema nervoso central, e dessa forma participam, em todos 0s aspectos,
do estresse e da excitacdo, incluindo fungbes cognitivas, respostas cardiovasculares e
efeitos metabolicos (Lafontan e Berlan, 1993).

Os receptores alfa-2A adrenérgicos sao parte de uma familia de receptores

acoplados a proteina G estimulados por catecolaminas (epinefrina e norepinefrina). De um
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modo geral, ao receber este estimulo, os receptores adrenérgicos ativam as proteinas G que
irdo estimular as enzimas, tais como a adenilato ciclase e a fosfolipase C, para induzir a
producdo de mensageiros secundarios, tais como, monofosfato ciclico de adenosina
(cCAMP) ou inositol 1L,45WULIRVIDWR ,3 GLDFLJO LARHdddpl@do a$* H &D
proteina G, em vez disso, inibe a adenilato-ciclase e a subsequente formacdo de cAMP
(Kobilka et al.,1987; MacDonalet al.,1997).

$ .-AR é encontrada nas células adrenérgicas e é altamente expressa em nervos
simpaticos, coértex cerebral, hipocampo, septo, amigdala, hipotdlamo, corddo umbilical,
coluna vertebral, ilhotas pancredticas, plaguetas e células do sistema imunoldgico
(macréfagos, células polimorfonucleares e linfocitos §).S U R W HARQ&luz o tdnus
simpatico e niveis norepinefrina, pressao arterial e frequéncia cardiaca, proporcionando
sedacdo e analgesia.

$ S URWHKARQtBmMbém esta envolvida no metabolismo da glicose e lipideos,
regulacdo da temperatura corporal, agregacdo de plaquetas, producdo de citocina pro-
inflamatadria, na cognicdo e no comportamento (Kuehiéil.,2006;Yinget al.,2011).

Estudos tém correlacionadeexpressdo da -AR com risco de Diabetes Mellitus,
intensidade do processo inflamatério pulmonar durastmfeccées bacterianas asma
alérgica associada a broncoconstricdo (¥nhgl.,2011; Wilsonet al.,2007; Rosengreat
al., 2010). ADRA2Atem importancia no sistema imune, particularmente em resposta as
bactérias que colonizam as vias respiratorias.

Neste contexto, estudo dos polimorfismos do gaDRRA2A é importante para

elucidaravariabilidade clinica em doencas inflamatorias, incluiaéeg.
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1.1.7.3. Polimorfismos no geneADRA2A

Os polimorfismos rs10885122 (G>T) e rs553668 (A>G) séo dois polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) localizados na regido intragénica e na regido 3" nado traduzida
(3'UTR), respectivamente (figura 9).

No estudo de Renstrom e colaboradores (2011) na Suécia e de Dupuis e

colaboradores (2010) nos Estados Unidos foi descoberta a associacdo desses polimorfismos

com o aumento da concentracao de glicose em jejum.

Figura 9. Estrutura do genéADRA2A Localizagdo dos polimorfismos rs10885122 e

rs553668 (adaptado de Cerqueira, 2009).
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1.2. Diabetes Mellitus Relacionada a Fibrose Cistica (DRFC)

1.2.1. Epidemiologia

Desde que a FC foi reconhecida como doenca, houve um aumento importante na
sobrevida desses pacientes relacionada a conduta de prevencao, tratamento do ileo
meconial ao nascimento, suporte nutricional adequado, fisioterapia respiratoria e
antibioticoterapia precoce para as infecgcdes pulmonares, melhora do tratamento
antimicrobiano, ndo podendo desconsiderar, contudo, que o cuidado durante a infancia com
equipes multidisciplinares em centros especializados influencia notadamente no desfecho
clinico e, por consequéncia, na sobrevida desta populacdo (Ribeiro, Lunardelli e Oliveira,
2008; Chaket al.,2006; Della Mannat al.,2008).

Nos anos 1930, a expectativa de vida era de cinco anos e hoje a expectativa média
de vida para criancas nascidas no ano 2000 é de 40 anos (Gartagbr2001; Della
Mannaet al.,2008).

O aumento da longevidade tem ocasionado maior incidéncia de complicacdes
extrapulmonares e entre elas estéo as alteracdes do metabolismo dos carboidratos na forma
de intolerancia a glicose até a Diabetes Mellitus relacionada a fibrose cistic€)(DRF
(Brennaret al.,2004; Spence, 2005;Alves al.,2007; Della Mannat al.,2008).

A diabetes relacionada a fibrose cistica (DRFC) € a princgpalorbidade em mais
de 20 mil portadores de FC notificados no National Cystic Fibrosis Patient Registry que é
um registro nacional norte-americano, informatizado, mantido ha mais de 30 anos (CFF;

Della Mannaet al., 2008. Estima-se que o DRFC acometa aproximadamente 25% dos
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adolescentes e 40-50% dos adultos com FC(Metanl. 1999; Mackieet al., 2003;
Blackmanet al.,2009).

Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento do DRFC, além do
aumento da sobrevida, sdo o aumento da longevidade, sexo feminino, insuficiéncia
pancreatica exogena, homozigoze para mutacdo DF508, infec¢cdes pulmonares e
corticoterapia (Alveset al., 2007; Moranet al., 1999; Roseneckest al., 1995; Hardin e
Moran, 1999; Lannegt al.,1994; Della Mannat al.,2008).

O risco de DM na FC €, aproximadamente, 10 vezes maior que na populacao geral e
o risco de DM2 chega a ser 20 vezes maior. Frequentemente, manifesta-se entre 15 e 21
anos de idade (Blackmaeat al., 2009; Cowieet al., 2006; Brennaret al., 2007; Ribeiro,
Lunardelli e Oliveira, 2008).

O inicio do DRFC frequentemente ndo é notado, pois os sintomas podem ser
confundidos com os da FC (Costaal.,2005; Moraret al.,1999).

Estudos retrospectivos mostraram declinio pulmonar e perda de peso 2 a 4 anos
antes do diagnéstico de DRFC (Costaal., 2007). A mortalidade é seis vezes maior em
pacientes com DRFC do que em pacientes com FC sem diabetes @@akanl1999;
Brennaret al.,2007; Preumongt al.,2008; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008

O declinio da funcdo pulmonar € mais acelerado nos pacientes intolerantes a
glicose, do que naqueles com metabolismo glicémico normal.

A diminuicdo da sobrevida e aumento da morbi-mortalidade faz com que o
diagnostico precoce seja fundamental. Como seu inicio € muitas vezes insidioso, ressalta-se

a importancia de observar sintomas sugestivos de DRFC, como piora da fung&o pulmonar,
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perda ponderal significativa e queda do estado geral. O acompanhamento multidisciplinar

tem papel fundamental na adesao e melhora clinica destes pacientegt(Alve@907).

1.2.2. Fisiopatologia

A fisiopatologia do DRFC inclui a concorréncia de anormalidades estruturais do
pancreas exocrino e enddcrino; insuficiéncia funcional do pancreas enddocrino e aumento da
resisténcia periférica a acdo da insulina (Hardin e Moran, 1999; Mbedn 1999; Moran
et al.,1991; Moran2002; Brennawt al.,2004; Della Mannat al.,2008).

A causa de DRFC é resultado da disfuncdo da ilhota pancreética causada por
inflamacéo e fibrose por consequéncia de secrecdo exodcrina viscosa €Aale007;

Moran et al., 1999; Elderet al., 2007). Acredita-se que a deficiéncia de insulina seja a
primeira causa de DRFC, mas resisténcia a insulina também esta presente em pacientes
com FC (Costat al.,2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

Existe uma forte associacdo entre a doenca pancreatica exdcrina e o DRFC. O
acometimento exocrino inicia-se pela obstrucdo dos ductos pancreaticos por mucina, atrofia
dos acinos e substituicdo por tecido fibrogorduroso, entretanto, no meio de tamanha
destruicdo tecidual, ainda podem ser observadas ilhotas de Langerhans totalmente normais
gue, ao longo do tempo, passam a apresentar depositos de amiléide a semelhanca do que é
visto no DM do tipo 2 (lannuceit al.,1984; Lohret al.,1989; Della Mannat al.,2008).

Muitas particularidades da FC influenciam no inicio e no curso dessa forma de DM,
incluindo: desnutricdo, infeccbes agudas e crbnicas, gasto energético elevado, ma absorcéo
de nutrientes, transito intestinal anormal e disfuncao hepatobiliar (Mbedn1999; Della

Mannaet al.,2008).
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A fisiopatologia do DRFC difere da Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2),
VHQGR FODVVLILFDGR SHOD $FDGHPLD $PHULFDQD GH 'LDE
causado por lesdo do pancreas exocrind Réat W.[2005; Rozowet al.,2006).

Na FC, o metabolismo da glicose € influenciado pela desnutricdo, infeccfes
cronicas e agudas, aumento do metabolismo basal, deficiéncia de glucagon, disfuncéo de
polipeptideos pancreaticos, alteracaackbaranceda insulina, ma absorcéo e alteracdes no
transito intestinal, disfuncado hepatica e aumento do esforco respiratorio (Matshk)l
2005; Lombardet al.,2003; Lanng, 2001; Alvest al.,2007).

As alteracbes no metabolismo da glicose nos pacientes com FC podem ser
didaticamente classificadas em: (1) intolerancia a glicose, (2) diabetes sem hiperglicemia de
jejum, (3) diabetes com hiperglicemia em jejum, e (4) diabetes intermitente, ocorrendo
durante periodos de infeccfes, uso de nutricdo enteral e corticoterapia éiakah999;

Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).
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1.2.3. Causas da DRFC

1.2.3.1. Insulinopenia

Acredita-se que a perda da funcé@s délulas Beta produtoras de insulina causada
por destruicdo progressiva na estrutura da ilhota pancreatica seja uma das causas principais
de DRFC. Alguns investigadores relatam reducao significante na area superficial de células
beta nas ilhotas de pacientes com DRFC comparado a pacientes com FC ndo diabéticos
(Costaet al.,2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

As alteracbes do canal de cloro levam a hiperviscosidade da secrecdo ductal
pancreatica, causando lesdes obstrutivas, infiltracdo gordurosa, fibrose progressiva das
ilhotas e reducéo da secrecao de insulina, glucagon e polipeptidio pancreatico (Lanhbardo
al., 2003; Dobsoret al.,2004; Alveset al.,2007).

O acumulo de substancia amiléide dentro das células beta, presente nos pacientes
com FC e diabetes e ausente naqueles com FC ndo diabéticos, contribui para a
insulinopenia devido ao seu efeito citotdxico e limitador da secre¢ado de insulina (Brennan
et al.,2004; Mackieet al,2003; Alveset al.,2007).

A diminuicao da secrec¢do insulinica é associada a insuficiéncia pancreatica exégena
(Brennaret al.,2004; Moran2002; Alveset al.,2007).

A patogénese subjacente do desenvolvimento gradual da insulinopenia se deve,
principalmente, a perda gradual de grande quantidade de células beta, mas outros fatores
também séo importantes. A grande maioria dos pacientes com FC apresenta insuficiéncia
pancreatica exogena. As ilhotas de Langerhans sao preservadas inicialmente, contudo, com

a idade, havera menos tecido acinar e as ilhotas existirdo em maiores ou menores grupos
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fragmentados separados pelo tecido fibroso ou adiposo. A diminuicdo da funcéo nas células
das ilhotas resulta primeiramente da perda de ambas as células (Beta e Alfa), mas a funcéo
endocrina anormal também pode ser causada por uma degeneracdo no suprimento de
sangue, uma infiltracdo inflamatdria geralmente com predominéncia dos eosindfilos e,
hipoteticamente, disturbio da funcdo paracrina entre as células das ilhotas, @@bihg

Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

1.2.3.2. Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina pode ser causada por alteracdes na proteina transportadora
de glicose 4 (Glucose Transporter 4, GLUT-4). A translocacdo da GLUT-4 no
compartimento intracelular para superficie € necessaria para o transporte normal de glicose
para dentro da célula. Ha indicios de que anormalidades nessa proteina possam alterar a
translocacdo da GLUT-4 do meio intracelular para membrana plasmaética, contribuindo para
a resisténcia insulinica (Hard&t al.,2001; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

O melhor método para avaliar a resisténcia insulinica € a técnica da
hiperinsulinemia euglicémica, que consiste na infusdo simultanea de insulina e glicose. Se a
producdo hepatica de glicose for inibida pela infusdo de insulina, entdo a quantidade de
glicose exodgena necessaria para manter a euglicemia serd um reflexo da sensibilidade
periférica tissular a insulina (Alvext al.,2007; Brennaret al., 2004; Ribeiro, Lunardelli e

Oliveira, 2008).
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Figura 10. Mecanismos propostos para a patofisiologia da DRFC (adaptado detRéna

2012).

1.2.4. Principais Complicacdes

Um estudo mostrou sobrevida de 60% aos 30 anos de idade em pacientes com FC
sem diabetes, e 25% em pacientes com DRFC (Hardin e Moran, 1999). Além de um risco
de mortalidade 6 vezes maior do que o de individuos com FC sem diabetes (Btexinan
2004; Alveset al.,2007).

O surgimento do DM parece acrescentar maior gravidade a doenca fibrocistica.
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Entre as complicacbes do DRFC, as nutricionais e respiratérias sdo as mais
importantes, a perda de peso, sem explicacdo, € o sinal clinico mais frequentemente
informado pelos pacientes antes do diagnostico confirmatorio do DRFC. Os pacientes com
DRFC apresentam pior funcdo pulmonar e maior prevaléncia de bactérias patogénicas.

Complicacbes microvasculares como retinopatia (incluindo neovascularizacédo e
cegueira), nefropatia (com aumento na excrecdo de albumina e insuficiéncia renal) e
neuropatia sdo relatadas na DRFC (Cagtaal., 2005; Brennaret al., 2006; Ribeiro,
Lunardelli e Oliveira, 2008).

Existem poucos relatos de complicacbes macrovasculares. Possiveis explicacdes
incluem: baixa expectativa de vida, menor incidéncia de dislipidemia e hipertensao e
insulinopenia (Alveset al., 2007). E recomendado comecar a fazer exames anuais para
complicacbes microvasculares incluindo exames nos olhos e pés, bem como pressao
sanguinea e exames de albuminuria, quando o diagnéstico de DRFC for confirmado (Costa

et al.,2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

1.2.5. Diagnéstico

A sintomatologia classica da diabetes pode ndo ser reconhecida, uma vez que
sintomas como letargia, fraqueza, fadiga, dificuldade na manutencéo do peso, desidratacéo
e piora inexplicavel da funcdo pulmonar podem ser também manifestacbes da doenca
pulmonar e infec¢cdes (Moraat al.,1999; Moran, 2002; Della Mannat al.,2008).

Sempre que um paciente com FC apresentar dificuldades na manutencao do peso, a

investigagcdo de DM devera ser realizada (Della Maiad , 2008).
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O consenso em diabetes da Cystic Fibrosis Foundation recomenda pesquisa anual
dos disturbios do metabolismo glicEmico em todo paciente portador de FC por meio da
coleta de glicemia ao acaso, principalmente apds as refeicbes, glicemia de jejum e
complementacdo com o teste de tolerancia oral a glicose (OGTT) em alguns casos,
considerando-se a baixa sensibilidade e especificidade da glicemia de jejum (National
Diabetes Data Group, 19/7/Pella Mannaet al.,2008).

A classificacdo das categorias de tolerancia a glicose é feita com base ngapresen
RX QD DXVrQFLD GD JOLFHPLD GH MHMXP GLDEpWLFD -
duas ocasifes diferentes, assim como na glicemia de duas horas do OGTT ¢Hardin
Moran, 1999; Morart al.,1999; Della Mannat al.,2008).

Consequentemente, foram reconhecidas duas categorias de DM na FC: o DM
relacionado a FC sem hiperglicemia de jejum (DRFC sem HJ) e o DM relacionado a FC
com hiperglicemia de jejum (DRFC com HJ). A hiperglicemia de jejum pode estar presente
o tempo todo (DRFC crdénica) ou somente em situacfes de descompensacao aguda (DRFC
intermitente) (Moraret al.,1999; Della Mannat al.,2008).

Devido a apresentacao clinica ser frequentemente insidiosa e o tratamento inicial
poder prevenir a deterioracdo clinica associada com a ocorréncia de diabetes, exames
sisteméaticos sdo recomendados a partir dos 14 anos de idade nos pacientes com FC.
Ferramentas viaveis incluem exames de glicose em jejum, hemoglobina glicada (HbAlc) e
teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) (Cestal.,2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira,

2008).
Tem sido proposto que a combinacdo de concentracdo de insulina elevada,

hemoglobina glicada alta, presenca de sintomas de hiperglicemia e perda inexplicavel de
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peso, podem ter alta sensibilidade para identificar pacientes com DRFCdCalsta005;
Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

A dosagem da hemoglobina glicada, realizada trimestralmente, € til para
monitoracdo do DRFC ja instalada (Brenmdral., 2006) O diagnéstico do DRFC agrava
ainda mais a dificuldade de conviver com a FC, devido a necessidade do uso de insulina
injetavel, monitoracdo da glicemia por capilar, restricbes alimentares e hospitalizagdes por
descontrole metabdlico. O apoio multidisciplinar é fundamental para auxiliar na aceitacao
desse novo problema (Alvesal.,2007; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

O diagndstico dos variados graus de intolerancia a glicose é baseado na glicemia em
jejum ou no teste de tolerancia oral a glico®&TT). Embora a glicemia de jejum seja
mais facil de ser realizada, sua sensibilidade é baixa, porque, como visto, existem formas
clinicas que ndo apresentam hiperglicemia em jejum (@bsth, 2005; Azzopardet al.,

2003). Por isso, recomenda-se o teste de tolerancia oral a glicose, como padrao ouro. Ele é
realizado apos a ingestao de 1,75 g/kg de glicose (maximo: 75 g), medindo a glicemia basal
e apo6s 2 h. Para realizar o teste, o paciente ndo deve estar sendo trataddiauide, co

nem ter tido infeccbes pulmonares agudas ha pelo menos 1 més €éCata2005).
Resultados anormais devem ser confirmados por um segundo exame, principalmente
naqueles pacientes sem sintomatologia de diabetes (Mueller-Betrale2005; Alveset

al., 2007).
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1.2.6. Tratamento

O tratamento da DRFC visa o manejo da hiperglicemia, prevencédo da hipoglicemia,
otimizacdo do estado nutricional e promocdo da adaptacdo social e emocional, (Moran
2002). A abordagem deve ser individualizada, com énfase nos aspectos clinicos e de
gravidade de cada caso, contando com equipe multidisciplinar. A educacéao,
conscientizacdo e cooperacdo dos pais sao elementos importantes no estabelecimento de
uma relacdo de mutua confianga, visando a terapéutica precoce e correta (Rozov, 1999;
Alveset al.,2007).

O tratamento para DRFC deve controlar os sintomas da diabetes e prevenir
complicacbes (Lanng, 2001; Brennetral.,2006; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

A conducéo do tratamento do paciente com FC requer abordagem multiprofissional
qgue inclui pneumologista, gastroenterologista, nutricionista, fisioterapeuta, enfermeira,
psicologo, endocrinologista, cardiologista e cirurgido de térax, quando da indicacdo do
transplante de pulméo (Della Manetzal.,2008).

A orientacdo do tratamento do DRFC difere daquele do DM tipo 1 e do DM tipo 2
basicamente porgue, enquanto a morbimortalidade desses Ultimos est4d associada a
nefropatia e doenca cardiovascular, no DRFC ela esta relacionada a desnutricaaca a doe
pulmonar (Della Mannat al.,2008.

Os objetivos do tratamento é a otimizagdo do crescimento e do desenvolvimento,
com manutencéo do indice de massa corpérea (IMC) acima do percentil 25 e oferta calorica
entre 10% e 40% acima das necessidades diarias recomendadas para sexo e idade. O

enfoque principal no tratamento do DRFC é o manejo nutricional e o tratamento da
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hiperglicemia inicialmente no periodo pés-prandial e, evolutivamente, também no estado de
jejum (Della Mannaet al.,2008).

O tratamento da hiperglicemia sera direcionado primeiramente ao controle pos-
prandial por meio da introducdo da insulinoterapia relacionada as refeicdes (DellagiManna
al., 2008).

O uso de insulina é recomendado se houver sintomas de diabetes, declinio n&do
explicado do peso corporal ou funcdo pulmonar (Matal., 2003; Alveset al., 2007;
Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

A DRFC né&o pode ser tratada s6 com dieta (Lanng, 2001). A insulina € o Unico
tratamento farmacolégico recomendado para pacientes com DRFC @Eadta2005

Milla et al.,2000; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral
-Analisar a associacdo de polimorfismos nos génes7L2 e ADRA2Acom a

gravidade clinica da Fibrose Cistica.

2.2. Objetivos Especificos

-Determinar a frequéncia do polimorfismo rs12255372 no JEGE7L2 em
pacientes com Fibrose Cistica.

-Determinar a frequéncia dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene
ADRA2Aem pacientes com Fibrose Cistica.

-Analisar o polimorfismo rs12255372 no gefeF7L2e verificar associacdo com a
Diabetes Mellitus em Pacientes com Fibrose Cistica;

-Investigar a associacdo dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene

ADRA2Acom as 27 variaveclinicas da Fibrose Cistica.
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3. ARTIGO 1 +3ASSOCIATION BETWEEN THE IVS4G>T MUTATION IN THE

TCF7L2 GENE AND SUSCEPTIBILITY TO DIABETES IN CYSTIC FIBROSIS

PATIENTS. ’
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4. ARTIGO 2 +3ADRA2AIS A CYSTIC FIBROSIS MODIFIER GENE. -~
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5. DISCUSSAO
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Estudos com genes modificadores permitem uma melhor compreensdo da
variabilidade na gravidade da FC. Atualmente, o estudo com genes modificadores,
principalmente de doencas pulmonares tem sido raramente realizado desde que o foco nos
estudos atuais € a busca por novas drogas.

No entanto, 0 nosso grupo tem analisado genes associados ao sistema imune em
combinacédo com a gravidade clinica da FC (Fetra.,2009; Limaet al.,2012; Marsoret
al., 2012a, Marsoet al.,2012b;Furgeriet al.,2012)e tenta elucidar como a variabilidade

da doenca ocorre principalmente em aspecto pulmonar.

5.1. TCF7L2

Florez e colaboradores (2006) pesquisaram se as duas variantes (rs12255372 e
rs7903146) predispdem a progressdo para diabetes em 3.548 pessoas com tolerancia
diminuida a glicose, incluidas no Programa de Prevencdo de Diabetes, no qual a
intervencao no estilo de vida ou o tratamento com metformina foi comparada ao placebo.

Os dados encontrados mostraram que os alelos de risco em rs7903146 e rs12255372
aumentam significativamenterisco de diabetes.

Em 2009, Blackman e colaboradores ja testaram se a historia familiar de diabetes
tipo 2 influencia o risco de diabetes em pacientes comR639 familias num estudo de
familias com irmaos gémeos e nao-gémeos fibrocisticos. Foram avaliados 998 pacientes do
estudo com familias e 802 pacientes fibrocisticos ndo familiares em um estude caso
controle. A histéria familiar de diabetes tipo 2 mostra aumentar o risco de DM2 em

pacientes com FC. A variante no gér@éF7L2associada com diabetes tipo 2 (alelo T em
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rs7903146) foi associada com diabetes em pacientes com FC no estudo familiar e no estudo
caso-controle.

No estudo familiar a variacdo no genECF7L2 aumentou o risco de
diabetes em 3 vezes e diminuiu a idade média do diagndstico da diabetes para 7 anos. Em
pacientes com FC nao tratados com glucocorticoides sistémico, o efeliGFe 2 foi
ainda maior.

Uma variante genética que confere risco para diabetes tipo 2 na populacéo geral é
um modificador de risco para a diabetes na FC.

Usando unmodelo de regressao logistica incorporando ascendéncia
individual, sexo, idade, indice de massa corporale educacdoem 286 pacientes
mexicanos com Diabetes Mellitus tipo 2e 275 controles, Parrae
colaboradores (2007) analisaram 0S microssatélites DG10S478 no intron 3 e
rs12255372 no intron 4 do geN€EF7L2 e observaram uma associacdo significativa
entre rs12255372 e DG10S478 e Diabetes Mellitus tipo 2.

Mayans e colaboradores (2007) genotiparam 4 SNPs no T@#d.2em 872
pacientes suecos com diabetes tipo 2 e 857 controles pareados quanto a idade, sexo
localizacdo geografica e encontraram novamente a associacao previamente
identificada entre rs122553¢2 doenca.

Miyake e colaboradores (2009) analisaram 5 SNPs no TgeRéL2em2.214
individuos japoneses com diabetestipo 2 e 1.873 controles e coafima@ssociacdo
significativa com rs12255372, confirmando Jguer7L2é um gene de
suscetibilidade importante  para diabetestipo 2 na populagcdo japonesa. A

associacao permaneceu significativa apés ajuste para idade, sexo e IMC.

120



Para encontrar variantes genéticas que influenciam  a suscetibilidade
DM2, Sladek e colaboradores (2007) testaram 392.935 SNPs em um grupo francés caso-
controle. As variantes com diferenca mais significativa nas frequéncias genotipicas entre
os casos de diabetestipo 2e controles foram testados emum segundo grupo.
Neste, identificaram quatro loci contendo variantes que conferem o risco de
diabetes tipo 2, além de confirmar a conhecida associacdo com bQfene2

Zeggini e colaboradores (2007) realizaram um estudo de associacdo de genoma da
diabetes tipo 2, utilizando dados de 1.924 casos de diabéticos e 2.938 controles
gerados pelo The Wellcome Trust Case Control Cosortium (WTCCC) e analise
de 3.757 casos e 5.346 cond®l adicionais, de outros consorcios internacionais. Os
sinais mais fortes de associacdo de genoma pleno, foram observados para SNPs no
geneTCF7L2

A consisténcia destes resultados sugeriu TqLIE7L2€ 0 Unico maior efeito de
um SNP comum no tipo de risco de diabetes 2 em populacdes européias.

O gendtipo G/T de rs12255372 esta associado ao aumento do risco de DM2 e o
genotipo T/T estd associado ao aumento do risco de cancer de mama, DM2 e a forma
agressiva do cancer de prostata.

A aplicacdo deste tipo de analise constitui uma boa alternativa para a confirmacéo
de pacientes fibrocisticos com risco aumentado de apresentarem a DRFC.

Esperamos que futuros estudos permitam estabelecer todas as possiveis associacdes

que reflitam o perfil préprio da nossa populacéo.
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5.2. ADRA2A

Os polimorfismos do genr@DRA2Aforam associados com a Diabetes Mellitus em
estudos anteriores, sendo a Diabetes Mellitus womorbidade da FC, e isto tem
aumentado com o aumento da expectativa de vida dos pacientes com FC.

O pancreas enddcrino é ricamente inervado por nervos simpaticos e tem sido
demonstrado que a noradrelina e adrenalina atuam na regulacdo negativa da secrecédo de
LQVXOLQD &DWHFR OARsIpfedeie iHa/mémiBYah@ pbB-sinaptica das células

G DRhetals pancreéticas, bloqueando a liberacdo de insulina e provocando hiperglicemia.
Foi sugerido um aumento na inervacao parassimpatica ou uma melhora nia cEgEES
receptores, ou ambos, para uma resposta secretora a glicose deficiente em pagientes co
DM2 (Devedjiaret al.,2000).

Ha& uma suped [ S U HV V M\Rs QuE contribuiu para o desenvolvimento de DM2
(Rosengreret al.,2010).

Em nosso estudo, encontramos associacdo do polimorfismo rs553668 e analise dos
haplétipos com as variaveis clinicas da FC. Esta andlise abrangeu todos os pacientes,
inclusive aqueles com duas mutacgdes classes |, 1l ou Il noGfenR.

O polimorfismo rs553668 foi associado com o risco DM2 e o alelo A foi associado
com maior valor de glicemia de jejum em comparacdo com homozigotos para o alelo G
(Talmudet al.,2011).

A expressao de -AR é diminuida nas vias aéreas devido a exposicao repetida a
alérgenos e outros antigenos associados ao declinio da funcdo pulmonar e ao aumento da

broncoconstricdo em pacientes com asma (Vaielanebalt, 2012).

122



1R VLVWHPD UH VARLin2 \& yoditidde Rio .musculo liso, bloqueando
parcialmente a liberacdo de glutamato nas terminacbes axonais. Essa liberacdo de
glutamato nos neurbnios pré-ganglionares que inervam o0 sistema traqueobronquial
promove o reflexo de broncoconstricdo, promovendo alteracdes no sistema respiratorio
(Wilson et al,2007).

Flierl e colaboradores (2007) verificaram que a presenca de enzimas envolvidas na
sintese da catecolamina tirosine hidroxilase (HI) G R S D fhid@xilase (DBH), em
macrofagos e células polimorfonucleares (PMNSs), torna as células capazes de sintetizarem
e degradrem adrenalina e noradrenalina. A sintese ocorre por estimulacdo do
lipopolissacarideo (LPS) presente nas paredes celulares das bactérias responsaveis pelos
processos infecciosos. As catecolaminas produzidas exercem acgao paracrina, estimulando
D V -ARs de macréfagos e PMNSs.

As . -ARs exercem efeito imunomodulador importante na resposta inflamatoria
dos pulmdes contra as infeccdes bacterianas. Niveis aumentados de noradrenalina por
estimulacdo por LPS aumentam a expressédo de tais receptores que promovem a producao
de citocinas pro-inflamatérias (TNF- -1, IL-6) por macréfagos e células
polimorfonucleares (Yinget al., 2011). A HV W L P X O D-@\RsRenG IRfocitos NKT
(Natural Killer T) leva a sintese de citocinas anti-inflamatoérias (IFN# -4) Baoet al.,

2007). A resposta inflamatéria exacerbada provoca mais lesées com posterior declinio na
fungéo pulmonar (Yingt al.,2011).

Rosengren e colaboradores (2010) descobriram que os individuos com o alelo GG
no polimorfismo rs553668 exibiram super expressao de alfa-2A adrenérgico, reduzindo a

secrec¢do de insulina e aumentando o risco de diabetes tipo 2.

123



As células das ilhotas pancreaticas dos portadores do alelo de risco secretam menos
insulina em resposta a glicose. Esse efeito € neutralizado por drogas alfa-2A antagonistas
dos receptores adrenérgicos.

O alelo de risco do polimorfismo rs553668 foi associado com reducéo da insulina
em jejum, bem como uma secrecdo diminuida e lenta em resposta a glicose oral. Em uma
analise de caso-controle de 3.740 n&o-diabéticos e 2.830 diabéticos, rs553668 foi associado
com aumento do risco de diabetes tipo 2.

Ao focalizar os individuos com baixo IMC ou com baixo niveis de peptideo C, o
aumento do risco de diabetes tipo 2 também foi evidente também entre os individuos
heterozigotos.

Em nosso estudo, encontramos a associa¢ao do polimorfismo rs553668 e haploétipos
com as variaveis clinicas da FC. As analises foram feitas levando em conta todos os
pacientes ou o grupo de pacientes com duas mutacdes ERidentificadas (classe |, Il e
).

A associacdo do polimorfismo rs553668 e dos haplétipos para ambos o0s
polimorfismos, com a raca do paciente € complexa, levando-se em conta a miscigenacao
populacional no nosso estudo. A raca é um fator associado a distribuicdo de polimorfismo,
mas néo pode ser um fator de risco para gravidade da FC.

Para a diabetes, nenhum fator de risco adicional para a presenga dos polimorfismos
foi observado, no entanto, o gendtipo GG do polimorfismo rs553668 apresenta associacao
com a idade no momento do diagnodstico, menor IMC e maior frequéncia para ileo
meconial.O genotipo GA apresenta maiores valores para Escore de Shwachman-Kulczycki

e protecéo contra um IMC menor.

124



O tempo do diagnostico € uma importante variavel clinica, sendo que nos casos com
evolucdo mais grave da doenca, o diagndstico € precoce. Ao mesmo tempo, os doentes com
genotipo GG foram incluidos no grupo com magreza e magreza acentuada, junto com a
presenca de ileo meconial no nascimento, sendo um fator de gravidade.

Para o mesmo polimorfismo, 0s pacientes heterozigotos apresentam protecao contra
magreza e magreza acentuada, e valores melhores para o escore de Shwachnam-Kulczy
gue é considerado um bom escore para avaliar a gravidade da FC ¢6ahi@604).

O haplotipo heterozigoto para ambos os polimorfismos foi associado com maiores
valores de Escore de Shwachman-Kulczycki e CVF(%), o que pode levar a uma menor

gravidade.
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6. CONCLUSAO
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6.1. TCF7L2
Oalelo T, do polimorfismo rs12255372, foi 0 mais frequente.
O polimorfismo rs12255372, no geMEF7L2 ndo mostra qualquer associacdo com
a diabetes em nossa amostra.
Tendo em conta estes resultados, tornou-se interessante investigar o papel de outras

variantes do gen€CF7L2no risco de Diabetes Mellitus em pacientes com fibrose cistica.

6.2. ADRA2A

O alelo T, do polimorfismo rs10885122, e o alelo A, do polimorfismo rs553668,
foram os mais frequentes em nossa amostra.

Foram encontrados 9 haplétipos diferentes na amostra de pacientes fibrocisticos
utilizando os polimorfismos rs10885122 e rs553668 e o haplotipo GTOAG que
apresentou maior frequéncia.

A resposta clinica da FC foi associada aos polimorfismos do ABRA2A
especialmente o polimorfismo rs553668 aeanalise de haplétipos, considerando as
mutacfes no gen€EFTR Portanto, os polimorfismos553668 e rs10885122 no gene
ADRA2Aparecem ser moduladores da gravidade da FC em nossa amostra.

A andlise dos polimorfismos do gemeDRAZ2A ainda deve ser realizada em
populacdes maiores, com completa caracterizacdo das mutacfes EFF&he também

deve ser considerada a analise funcional da profdifRsA2A.
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8. ANEXOS
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8.1. Parecer do comité de ética em pesquisa.
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