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“Quem conhece a sua ignordancia revela a mais profunda sapiéncia.
Quem ignora a sua ignordncia vive na mais profunda ilusdo."

Lao Tsé
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RESUMO

Xiil



Xiv



A fibrose cistica (FC) é uma doencga autossdmica recessiva com caracteristicas de
doenga complexa. Complicagdes clinicas parecem ser fator decisivo para o progndstico dos
pacientes. Os polimorfismos nos genes ADRA2A e TCF7L2 sao importantes para elucidar
parte da variabilidade encontrada nas caracteristicas clinicas de doengas inflamatdrias,
incluindo a FC, que tem a Diabetes Mellitus como uma importante co-morbidade.

Os objetivos deste estudo foram determinar a frequéncia do polimorfismo
rs12255372 no gene TCF7L2 e sua associagdo com Diabetes Mellitus em pacientes com
fibrose cistica, e investigar a associacdo de 27 varidveis clinicas da FC com os
polimorfismos rs553668 e rs10885122 do gene ADRAZ2A.

Em nosso estudo, 145 pacientes foram avaliados em relagdo ao genétipo do
polimorfismo rs12255372 no gene TCF7L2 e 176 pacientes foram avaliados em relagdo a
associacao dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene ADRA2A com 27 variaveis
clinicas da FC. Todos os pacientes em atendimento no Ambulatério de Pediatria da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP foram confirmados como tendo fibrose
cistica por dois testes de suor alterados (valor de sédio e de cloro superior a 60 mmol / L) e
por andlise de diferencial do epitélio da membrana do intestino através da dosagem de
CFTR pela camara Ussing.

A identificacdo das mutagdes do gene CFTR 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 enzimadtica especifica. O rastreio dos
polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene ADRAZ2A foi feito por PCR ARMS. Uma
comparagdo genotipica foi realizada com as 27 varidveis clinicas, da FC considerando as

mutacdes do gene CFTR.
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Encontramos associacdes clinicas, sem considerar as mutagdes no gene CFTR, com
as varidveis categdricas: raga [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 mutagdes no gene CFTR, encontramos associacdes com as varidveis
ileo meconial (p = 0,0012) e IMC [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,014)]. A
associacdo com dados numéricos, sem considerar as mutacdes no gene CFTR, foi positiva
para a idade ao diagndstico [para o polimorfismo rs553668 (p = 0,022)]. Considerando as
duas mutacOes no gene CFTR, a associagdo 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 gene ADRA2A parecem ser moduladores da
gravidade da FC em nossa amostra.

Em nossa amostra, nao houve associagdo entre o polimorfismo rs12255372 no gene

TCF7L2 e 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. The ADRA2A and TCF7L2 gene 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 the TCF7L2 gene and its association with Diabetes Mellitus in Cystic
Fibrosis patients and to investigate the association of 27 CF clinical variables with
ADRAZ2A polymorphisms.

In our study, 145 patients were evaluated in relation to the genotype of the
rs12255372 polymorphism in the TCF7L2 gene. 176 patients were evaluated in relation to
associate rs553668 and rs10885122 polymorphisms in the ADRA2A 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 active CFTR 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 1rs553668 and rs10885122 polymorphisms in ADRA2A gene were screening by
ARMS-PCR. A genotypic comparison was performed with 27 CF clinical variables,

considering CFTR mutations.
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We found clinical associations, without considering the mutations in the CFTR
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 the CFTR 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 in the CFTR gene, was
positive for age at diagnosis [for polymorphism rs553668 (p = 0.022)]. Considering the two
mutations in the CFTR gene, the association with numerical 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 in ADRA2A gene appear to be modulators of CF severity in our sample.

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

the TCF7L2 gene and Diabetes Mellitus.
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1.1. Fibrose Cistica

1.1.1. Historico

As informacdes 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 estd na propria denominacao conferida pelo
patologista Landsteiner em 1905 ao descrevé-la como “fibrose cistica do pancreas”, uma
enfermidade do pancreas exdcrino, ndo envolvendo as ilhotas de Langherans (Campos et
al., 1996).

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

Em 1938, Dorothy Andersen formulou a hipdtese da etiologia da doenca, associou
definitivamente as lesdes pancredticas 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 padronizacdo de seu tratamento, tornando a doenca conhecida nos paises de
lingua inglesa. Esta publicacdo é considerada um marco no estudo da FC.

Posteriormente, Farber (1945) observou o cariter anormal espesso e viscoso das
secrecoes mucosas das vdrias glandulas exdcrinas e notou que os pacientes com Fibrose

Cistica sofriam de obstrucdo causada por esse muco em uma série de 6rgdos e propds a
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hipétese de que o muco espesso era consequéncia de estimulo excessivo parassimpdtico e
que a secre¢do andOmala assim produzida era responsavel pelas lesdes pulmonares e
pancreaticas. Farber conferiu a designagdo “mucoviscidose” a doenga, enfatizando o
bloqueio dos ductos pancredticos e da arvore bronquica por esta secre¢ao andmala (Campos
et al., 1996).

Anderson e Hodges, em 1946, sugeriram o padrdo de herancga autossdmico recessivo
da doenca. Um passo essencial para o diagndstico foi dado em 1953, quando Di
Sant'Agnese e colaboradores demonstraram o teor anormalmente elevado do fon cloreto no
suor, durante uma onda de calor no verdo. Subsequentemente, tais pesquisadores
documentaram que os niveis de sodio e cloro no suor sdo elevados em todos os individuos
com Fibrose Cistica.

Em 1970, Campos e Szterling registraram grandes avangos sobre a estrutura das
membranas celulares, com enfoque na dindmica do transporte de ions por canais
bioquimicos e na presenca de permeases ou proteinas na estrutura bilipidica da membrana
apical. Na revisao realizada por Campos e Szterling foi chamada a atencdo para a hipotese
sobre as bombas celulares de ions cloreto e s6dio na FC (Campos et al., 1996; Streit et al.,
2003).

Dois conjuntos de observacdes no inicio da década de 80 foram importantes para o
rdpido entendimento do defeito molecular ligado a FC. Primeiramente, Knowles et al.
(1981) descreveram alteracdes nas propriedades elétricas do epitélio respiratério na FC,
associadas a anormalidades no transporte de sédio e cloro. A seguir, Quinton e Bijman
(1983) descobriram o defeito do fon cloro nas células epiteliais das glandulas sudoriparas

dos pacientes fibrocisticos. Registraram altos potenciais bioelétricos em nivel da membrana
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devidos ao decréscimo da absor¢do do fon cloreto nas glandulas sudoriparas dos pacientes
com FC. Essas observacdes determinaram um papel patogenético para o movimento de
dgua e eletrolitos pelo epitélio e, pela primeira vez, oferecia explicacdo plausivel tanto para
o déficit de 4gua nas secrecoes mucosas (responsdvel pela obstrucdo de glandulas
exdcrinas), quanto para a disfungdo de multiplos 6rgaos (Faria, 2007).

Em 1985, surge a primeira indica¢do da presenca do gene da FC no cromossomo 7
(Wainwright et al., 1985). Em 1989, foi descoberto o gene que, quando mutado, causava a
FC e o defeito na proteina produzida pelo gene CFTR. Com base em pesquisas realizadas
pelo mapeamento genético, o gene responsavel pela FC foi clonado (Rommens, 1989;
Riordan, 1989; Kerem et al., 1989). Logo tornou-se claro que seu produto, a proteina CFTR
era de fato um canal de cloro defeituoso localizado na membrana apical do epitélio (Bear et

al., 1992).

1.1.2. Epidemiologia

A FC ou mucoviscidose € a doenga genética autossOmica recessiva mais frequente
na populacdo de origem caucasoide, com frequéncia estimada em um caso em cada 2500
nascimentos (Rommens, 1989; Tzetis et al.,, 2001). Atualmente a fibrose cistica afeta mais
de 30.000 criangas e adultos nos Estados Unidos e mais de 70.000 no mundo (CFF, 2012) e
sua frequéncia varia conforme o grupo étnico em que estd presente (Kerem etz al., 1989).

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

se a da populagao caucasiana do centro da Europa, porém em outras regides do pais diminui

47



para 1 em cada 10.000 nascidos vivos (Tabela 1) (Assael et al., 2002; Davis et al., 1996;
Raskin et al.,1993; Ribeiro et al., 2002).

Tabela 1. Estimativa de incidéncia da FC em cinco estados brasileiros (Raskin et al.,

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 (Jorde et al., 2000), enquanto que entre os negros africanos € encontrada com uma

incidéncia estimada de 1 em cada 12.000 nascidos vivos (Feuillet-Fieux et al., 2004).

48



Tabela 2. Estimativa da Fibrose Cistica em alguns paises (Bobadilla et al., 2002).

Pais Estimativa de Estimativa de portadores
Incidéncia do gene da FC

Japao 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

Italia 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
Asidticos 1:90.000
Aborigenes do Havai 1:2.500
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A FC estd associada a uma morbidade e mortalidade em jovens adultos (Welsh et
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. Gene CFTR

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

Andlise de ligacdo utilizando um grande nimero de marcadores polimdrficos 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).

J4 que ndo foi encontrada nenhuma anomalia cromossOmica 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; Welsh et al., 2001).
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Andlises de sequéncias de DNA e estudos comparativos de sequéncias deduzidas de
aminodcidos revelam diversas homologias com proteinas de membrana celular, dai a
adocdo do termo "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator” (CFTR) para o
produto génico (Riordan, 1989). A prova final da identidade e fun¢do do gene da FC foi
obtida pela capacidade de restaurar o fen6tipo normal em células com FC transformadas em
cultura (Rich et al., 1990).

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

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

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

considerada uma doenga autossdmica monogenica.

1.1.3.2. Proteina CFTR
O RNA mensageiro é 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

Condutancia Ionica Transmembrana (CFTR) (Devlin, 1998).

51



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

A proteina CFTR estéd envolvida na regulagdo do ORCC, que contribuem para uma
boa condugdo do ion cloro pelas células, ¢ do EnaC (“Amiloride-Sensitive Epithelial
Sodium Channel”) que controla a passagem do ion soédio. Sua estrutura bdsica estd
representada na figura 4, e é formada por trés subunidades principais: uma porcao
hidrofébica, outra hidrofilica e uma por¢do 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 ligacio com o ATP
("nucleotide-ATP-binding folds"- NBF's) e finalmente, o dominio polar R com sitios
potenciais para fosforilagdo pelas proteinas quinase A e C e N-glicosilase (Riordan, 1989;

Devlin, 1998).

--

regulatbrlo

Figura 1. Estrutura da proteina CFTR (adaptado de Rowntree e Harris, 2003).
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A sequéncia de ativacdo dos canais de Cl dd-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 ligag¢do a
nucleotideos. A ligacdo do MgATP coloca o canal em um novo estado conformacional,
podendo agora abrir espontaneamente. A reacdo inicial de fosforilagdo € 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 idnica do canal (Welsh
e Smith, 1993). Ja os dominios de ligacdo a ATP, controlam a atividade do canal pela
hidrélise da ATP promovida pela fosforilagio do dominio regulador. Cada dominio NBF
possui uma funcdo. O primeiro, NBF1, que € 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, € responsavel pelo fechamento deste
(Zielenski e Tsui, 1995; Welsh e Smith, 1993).

In vitro, ap0s ser traduzida, a CFTR segue para o reticulo endoplasmédtico 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 maturacdo, a CFTR é

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

1.1.3.2.1. Funcionamento da Proteina CFTR
O defeito bésico da FC estd associado com a diminui¢do da conducdo de ions Cl
através da membrana apical de células epiteliais. Individuos afetados por FC possuem um

comprometimento do transporte de cloreto. As consequéncias da perda de fungdo da
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proteina CFTR variam de acordo com os tecidos envolvidos. Nas glandulas sudoriparas, a
CFTR normal funciona reabsorvendo o cloro do limen da glandula. Quando defeituosa, o
cloro deixa de ser reabsorvido ficando em concentracdes elevadas no limen. Como a CFTR
também regula ORCC e EnaC (Devlin, 1998), quando estd defeituosa, o cloro ndo é
reabsorvido, jd que o0 ORCC se torna inativo e o sédio, devido a hiperatividade do EnaC, é
hipersecretado fazendo com que o cloro e o sédio sejam encontrados em concentragdes

elevadas no suor, levando ao conhecido “suor salgado™ desses pacientes (figura 5).

Na+ *-. - - -.‘- -

AL o Membrana

Figura 2 — Funcionamento da proteina CFTR normal (parte superior) e alterada (parte

inferior) nas glandulas sudoriparas (modificada de Tsui e Durie, 1997).
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J4 em outros 6rgdos, como o pulmio e o pancreas, a CFTR normal atua secretando o
cloro (Figura 6), e ndo o reabsorvendo como ocorre nas glandulas sudoriparas (Hull, 2003).
Portanto, o funcionamento da CFTR defeituosa, provoca um actimulo do fon cloro dentro
da célula, causando aumento do fluxo de sédio através dos canais de s6dio (EnaC), com o
objetivo de manter o equilibrio eletroquimico interno da célula (Reis e Damaceno, 1998).

A combinacdo da diminui¢do da secrecdo do fon cloro, pela auséncia ou mau
funcionamento da CFTR, e do aumento da reabsor¢do de sodio e dgua, através do EnaC,
resulta na diminui¢do do liquido de superficie das vias aéreas, conduzindo a desidratacio
das secregdes respiratdrias e ao aumento de sua viscosidade, favorecendo a obstru¢do dos

ductos e infec¢des endobronquicas (Ribeiro et al., 2002).

Figura 3 - Funcionamento da proteina CFTR alterada no pulmao (Lewis e Clark, 2011)
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1.1.3.3. Mutacoes Associadas a Fibrose Cistica.
Existem mais de 1897 mutagdes, de diferentes tipos, relatadas no gene CFTR

(Figura 1) (CFGAC, 2012).

Exon & 123 4 S56a6b 7 8 9 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 B comn v e e e e me O e e e uw rn ey
Frameshift OO (O LN NECR OO 00 (A (0 RO (LRI
Inframe in/del I 111" L1l Y o 100 I [l R
Splicing I 1 1 (A A {1 [ |
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 muta¢do ao longo do gene da CFTR

(adaptado de Frizzell, 1995).

No residuo 508 da proteina, ocorre a mutacdo mais frequente, a AF508 (Figura 2),
no éxon 10 do gene, que € caracterizada como uma deficiéncia de trés pares de bases, a
qual determina a perda de uma fenilalanina na proteina CFTR (Kerem et al., 1989). A

mutacdo AF508 ocorre em 70% dos fibrocisticos nos USA (Knowles, 2006).
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Figura 5. Representacdo esquemdtica da mutagdo AF508 da FC caracterizada pela delegao

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

A prevaléncia da mutagdo AF508 varia de acordo com a populagao estudada (Tabela
4). Assim, foram constatadas prevaléncias de 80% na Inglaterra; 70% na América do Norte
(Chillon et al., 1993); 67% na Franga (Chomel et al., 1990); 50% na Espanha; 42% na
regido de Verona, na Itdlia, € 27% na Turquia (Chillon et al., 1993). Devido a importancia
dessa anomalia e a frequéncia elevada dessa mutagdo, foi realizado um esfor¢o conjunto de
pesquisadores visando o mapeamento dessa mutagdo no Continente Europeu (European
Working Group, 1990). Apesar da frequéncia elevada da mutacdo AF508, mais de 1800
outras alteracdes génicas foram descritas, a maioria localizada nos éxons 10 e 11. Nenhuma

delas atinge prevaléncia tdo elevada, quanto a mutacao AF508.
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Tabela 4. Frequéncia da mutacao AF508 no mundo (Dawson e Frossard, 2000).

Pais Frequéncia da AF508 (%)
Dinamarca 87
Reino Unido 75

Estados Unidos 70

Franca 68
Alemanha 68
Bulgaria 66
Argentina 57
Espanha 54
Italia 52
Grécia 52
Brasil 47
Portugal 44
México 34
Cuba 34

Judeus Askenazi 30
Turquia 19

Istambul 19
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As mutagdes 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 populagdo
caucasoide norte-americana (Dork et al., 1991).

No Brasil, foi realizado um estudo inicial com 80 pacientes portadores de FC e foi
verificada a presenga das 5 mutagdes : AF508, G542X, G551D, R553X e NI1303K.
Verificaram que as mutacdes juntas perfazem cerca de 40% dos alelos mucoviscidéticos
(26,03% - AF508; 6,85% - 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 mutagdes (SP) fo1 50% para AF508, 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 Mutacoes

As mutagdes da FC foram classificadas em 5 diferentes classes (Figura 3), de
acordo com o mecanismo através do qual a proteina CFTR alterada se apresenta (Welsh et
al., 2001).

As classes I, II e III sdo classificadas como as de fendtipo mais severo, ji que
englobam mutacdes que levam a producdo de pouca ou nenhuma proteina (Zielenski e Tsui,
1995) e invariavelmente a uma IP (Zielenski, 2000).

As mutacgdes da classe I resultam em defeito ou auséncia de sintese da proteina,

causada pelas mutacdes de “splicing”, mudanca de matriz de leitura ou sem sentido
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(Zielenski e Tsui, 1995). Entre as mutagdes mais frequentes desta classe encontra-se a
mutacdo G542X, que produz um cédon de parada da transcri¢io formando uma proteina
truncada.

Nas mutagdes da classe II os defeitos ocorrem na maturagdo da proteina, impedindo
que esta chegue a membrana, que seja processada e assuma sua conformagdo correta. Faz
parte dessa classe a mutagao mais frequente, a AF508 (Welsh e Smith, 1993).

As mutacdes da classe III afetam o dominio regulatério, comprometendo a
regulacdo do canal. Um exemplo dessa classe é a mutacao G551D (Salvatore et al., 2002).

Mutacdes nas classes IV e V estio associadas a fungdo residual do gene CFTR, e
sdo geralmente associadas a uma funcdo pancredtica satisfatoria (Koch er al., 2001;
MCkone et al., 2003).

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

As mutagdes de classe V alteram a estabilidade da proteina e o processamento da
CFTR € 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 mutacdes na FC.
Classe I — ndo ocorre a sintese proteica; classe II - defeito na maturagdo e processamento da
proteina; classe III - defeito na regulacdo do canal; classe IV - alteracdo na conducdo do

canal; classe V- alteracdo na estabilidade da proteina (Welsh et al., 2001).

O nimero de classes foi estendido para seis (Vankeerberghen et al., 2002), tendo
sido incorporada a classe VI, que promovem alteracdes que afetam as propriedades de
regulacdo da proteina CFTR, como exemplo a mutacdo A455E, localizada no éxon 9 do
gene CFTR.

1.1.4. Principais Manifestacoes Clinicas da Fibrose Cistica

A FC € uma doenca que possui uma expressividade altamente varidvel, ou seja, a
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 assintomadticos por varios anos (Simmonds et al, 2010). E essencialmente uma
doenca pds-natal, com poucas manifestacdes 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 duracdo normal, sendo
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apenas o peso ao nascimento levemente reduzido (Boyer, 1955). Em geral, a doenca ndo se
manifesta antes do nascimento e mesmo naqueles casos em que alguma manifestacdo
ocorre, o desenvolvimento do feto € normal.

O fenétipo da FC é complexo e os seus pacientes exibem uma grande variedade de
sintomas respiratérios, gastrointestinais € no aparelho reprodutor, bem como niveis
elevados de eletrélitos no suor (Tsui, 1995).

A proteina CFTR estd envolvida na reabsor¢do do cloro a partir do suor nas
glandulas sudoriparas (Quinton, 1990). A 1inibicdo dessa reabsorcdo e o efluxo
compensatorio de sdédio resultante explicam o suor salgado da mucoviscidose (Boucher et
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
(Anderson et al., 1992). As manifestagdes mais frequentes na época do diagndstico foram

descritas pela Cystic Fibrosis Foundation (CFF).

1.14.1. Sistema Respiratorio

Problemas no sistema respiratorio sao responsdveis por mais de 90% da morbidade
e mortalidade em pacientes com FC (Tebbutt ez al., 1998), apresentando-se de forma
progressiva e de intensidade varidvel (Alvarez, 2002). Esta intensidade de acometimento é
que determina o progndstico da doenca. Ao nascimento, as criancas com FC apresentam
pulmdes estruturalmente normais, mas com o tempo, infec¢des e inflamagdes sucessivas,

culminam em hipertensdo pulmonar e insuficiéncia respiratdria cronica (Hodson, 2000).
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Ao nascimento, o pulmdo € histologicamente normal e as alteracdes se iniciam nas
pequenas vias aéreas. A lesdo inicial € a dilatacdo e hipertrofia das glandulas secretoras de
muco (Sturgess, 1982). Ocorre infiltracdo linfocitdria aguda e cronica. Podem ocorrer
pneumonias de repeti¢do, principalmente em pacientes mais jovens (Bedrossian et al.,
1976). Com a evolucdo formam-se bronquiectasias, por causa da incapacidade do individuo
em esterilizar o trato respiratério e diminuir o processo inflamatério (Tomashefski et al.,
1986).

Devido a ineficiéncia na eliminacdo do muco, os pulmdes ficam altamente
suscetiveis a infeccdo bacteriana. Os microrganismos mais comumente encontrados sao:
Pseudomonas aeroginosa (80%), o que resulta em perda progressiva da funcdo pulmonar
levando a morte (Demko et al., 1995), Staphylococcus aureus (28,3%), Haemophilus
influenzae (8,9%) e Burkholderia cepacea (3,2%) (Robinson, 2001). O Staphylococcus
aureus € o primeiro microrganismo a colonizar os pacientes, predispondo o organismo para
a colonizagdo pela Pseudomonas aeroginosa (P. aeroginosa). A bactéria mais comum, a P.
aeroginosa, coloniza a maioria dos pacientes com FC antes dos 10 anos de idade. As cepas
nao-mucodides ocorrem no inicio da colonizacdo que ao tornar-se cronica sdo substituidas
por cepas mucodides. A colonizagdo por essa bactéria € claramente a principal causa da
doencga pulmonar progressiva na maioria dos individuos. Ja a bactéria Burkholderia 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).

63



1.1.4.2. Sistema Digestivo

As manifestacdes clinicas relacionadas ao aparelho digestivo sdo varidveis. A mais
importante e frequente € a disfuncdo pancredtica, 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 hd uma inflamacdo, com perda de
funcdo e fibrose do 6rgdo. Cerca de 80 a 90% dos pacientes sdo acometidos apresentando
grau varidvel e progressivo de comprometimento do 6rgido devido a obstrucdo dos ductos
pela presenca de secrecdoes densas e desenvolvimento gradual de fibrose no O6rgao
(Salvatore et al., 2002). A causa dessa disfuncdo € a obstrucdo causada por secrecdes
espessas € a subsequente destrui¢do das glandulas exdcrinas do pancreas, que resultam em
deficiéncia pancredtica enzimatica e desnutricao (Korst et al., 1995).

A apresentacgdo clinica caracteriza-se por diarreia cronica, com evacuagoes de fezes
volumosas e gordurosas, sendo percebidos restos alimentares (Reis € Damaceno, 1998). A
desnutri¢do se instala rapidamente pela perda de calorias, vitaminas e proteinas devido a ma
digestdo alimentar, além do aumento das necessidades caloricas causado pelas infeccdes
respiratorias de repeticdo que conduzem a um baixo ganho pondero—estatural (Reis e
Damaceno, 1998).

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

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

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

sintomas sdo exacerbados apds a alimentacao.

1.1.4.3. Sistema Reprodutor

A infertilidade € um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos homens,
sendo que 98% dos homens com FC sdo estéreis. Agenesia Congénita Bilateral dos Vasos
Deferentes (CBAVD — “Congenital Bilateral Aplasia of Vas Deferens”) ¢ uma doenca
autossOmica recessiva relacionada a infertilidade que acomete homens sauddveis.
Aproximadamente 6% dos casos de azoospermia sdo por CBAVD (Bernardino et al.,
2003). Aproximadamente 75% dos homens diagnosticados com CBAVD, possuem

mutagdes para a FC (Chillén et al., 1995). Em 98% dos homens fibrocisticos ocorre

azoospermia devido a obstru¢do do canal deferente.
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A CBAVD ¢ caracterizada por atrofia, fibrose ou auséncia do epididimo, vaso
deferente, vesicula seminal e ductos ejaculatérios (Quinzii e Castellani, 2000). A patologia
associada as alteragdes estruturais provavelmente estd associada a obstru¢do do trato
reprodutivo, devido ao muco espesso, no periodo intrauterino (Kaplan et al., 1968).

Na maioria dos casos, a espermatogénese ndao estd comprometida, porém, as
alteracdes 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 (Moutou et al., 2002).

Ja a fertilidade diminuida das mulheres fibrocisticas, que ocorre em 60% das
pacientes (Gilljam et al., 2000), estd 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 manifestacdes clinicas, com diferentes graus de acometimento
e com inicio de manifestagdo variavel. Apesar de manifestar-se por formas atipicas, a CFF,
em 1997, propds 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:
- Historia familiar da doenga;
- Anormalidades intestinais (sindrome da obstrucado intestinal distal, prolapso retal e ileo

meconial, ocorrendo em cerca de 10% dos recém-nascidos com FC) e pancredticas
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(dificuldade de ganho de peso adequado durante a infincia, embora demonstrando um
apetite voraz, evacuagdes frequentes de fezes gordurosas com forte odor);

- Doenca pulmonar ou sinusal cronica, manifestada por colonizac¢ao/infeccao, alteragdes
persistentes na radiografia do tdérax (bronquiectasias, atelectasias, opacificacdes e
hiperinsuflagdo com obstru¢@o das vias aéreas), tosse frequente e repetitiva com produgao
de catarro, episddios de respiracdo dificil, retracio dos tecidos moles nas dreas
supraclaviculares, supraexternal, intercostais e sub-costais (Campos et al., 1996; Correia,
2005);

- 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 nao eram claramente distintas daquelas de outras causas de ma absorcao e
retardo no crescimento, como a intolerdncia ao gliten (ou doencga celiaca) (Andersen,
1938).

Para a grande maioria dos pacientes o diagndstico € sugerido pela presen¢a de uma
ou mais caracteristicas clinicas, histéria familiar de FC, ou resultado positivo de teste de
triagem neonatal, o qual é 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, s3o necessarios para identificar variantes mais brandas. O diagndstico 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 avangos terapéuticos melhoram o

progndstico (Stern, 1997). Critérios para o diagndstico da FC sido relacionados no quadro 1.

Quadro 1 - Critérios para o diagndstico da FC (Rosensteins & Cutting, 1998).

Uma ou mais caracteristicas fenotipicas

- ou histéria familiar de FC

- ou resultado de teste de triagem neonatal positivo E concentracdo aumentada de cloreto no
suor por iontoforese com pilocarpina em duas ou mais ocasioes

- ou identificacdo de duas mutacdes no gene CFTR

- ou demonstracdo de transporte anormal de fons 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
que tinha gosto salgado ao ser beijada era considerada enfeiticada e morria precocemente.
No entanto, somente em 1953, Di Sant’ Agnese e colaboradores demonstraram o excesso de
sal no suor de pacientes com FC (Wilcken e Wiley, 2003). Ainda hoje, na maioria dos
casos, o diagnéstico de FC é confirmado pela medida da concentracio de cloreto no suor
(Rosenstein, 1998). O teste € considerado o padrao-ouro para o diagnéstico da FC, com
elevadas sensibilidade e especificidade (>95%), baixo custo e a vantagem de ndo ser
invasivo. Atualmente, o unico método que permanece clinicamente confidvel é o da
iontoforese quantitativa por pilocarpina, padronizado por Gibson e Cooke, em 1959. O

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

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

(Ribeiro et al., 2002).

1.1.5.2. Dosagem de Tripsina Imunorreativa (TIR)

O exame mais utilizado para o diagndstico da FC € a dosagem quantitativa da
tripsina imunoreativa (TIR), por imunofluorimetria, que é baseado no aumento do
tripsinogénio no sangue, secunddrio ao refluxo de secrecdo pancredtica, provocado pela
obstru¢do 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 fenilcetondria e
hipotireoidismo. A dosagem da TIR é um indicador indireto da FC, pois avalia apenas a
integridade da funcdo pancredtica. Um teste com valores acima do padrao 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 diagnéstico 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 Victdéria na Austrélia, entre os anos de 1989 e 1998 (Massie
et al., 2000), deve haver uma confirmag¢ao do resultado através do teste molecular ou teste
do suor, pois hd possibilidade de falsos positivos e/ou falsos negativos. Um teste negativo
de TIR nao exclui FC na auséncia de insuficiéncia pancreatica (Ribeiro, 2002).

Através de uma portaria, o Ministério da Sadde, tornou obrigatéria a realizacio da
triagem da FC como parte do “teste do pezinho ampliado”, portanto os médicos pediatras
devem ser alertados sobre como interpretd-lo corretamente. Apesar disto, cerca de 3
milhdes de criancas que nascem no Brasil todo ano, apenas 1,8 milhdo t€m acesso ao teste

(Ribeiro, 2002).

1.1.5.3. Condutividade

A condutividade € um método alternativo e ndo-seletivo para a medida de fons no
suor, que estdo aumentados em pacientes com FC e sua quantificacdo foi proposta como
teste diagnostico. A Fundacdo 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. H4 excelente correlacdo entre os
resultados das concentragdes de cloro e a condutividade no suor. Um resultado de
condutividade igual ou superior a 50 mmol/l € considerado positivo e deveria ser

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

70



1.1.54. Analise genética

O diagnéstico molecular da FC € muito 1til 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
que a maioria dos casos permanece, provavelmente, sem diagndstico e principalmente, pela
existéncia de muitas familias em situacdo socioecondmica ndo privilegiada (Streit et al.,
2003).

A identificacdo de duas mutagdes conhecidas confirma o diagndstico de FC, sendo
decisivo naquele paciente que apresenta quadro clinico compativel e teste do suor
inconclusivo. A andlise das mutagdes € de alto custo, € 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 confirmacdo do diagndstico pelo teste genético

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

1.1.6. Prognéstico da Fibrose Cistica

O prognostico da FC relaciona-se com a heranca genética, presenga de IP, sexo,
idade de inicio e a gravidade das manifestacOes clinicas respiratorias. A presenca da
mutacao AF508, na forma homozigotica, relaciona-se com insuficiéncia pancredtica, maior
gravidade da doenca pulmonar e colonizacdo precoce por Pseudomonas aeruginosa
(Ribeiro, 2002). Com os avancos 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 doenga infecciosa, uma vez que uma maior sobrevida dos pacientes com FC criou
oportunidades para o estabelecimento de infecgdes por outras bactérias além de
Staphylococcus aureus. Atualmente, Pseudomonas aeruginosa € o patégeno 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 diferencgas significativas
na sobrevida. Estas diferencas podem ser afetadas por estratégias de tratamento, acesso a
centros especializados e condi¢do socioecondmica (Ratjen e Doring, 2003). Uma anélise
multivariada acompanhou a evolugdo 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, € podia ser usado para aconselhamento da familia do paciente. O estudo detectou um
excesso de risco de morte nos pacientes com escore de Shwachman abaixo de 70, idade ao
diagndstico menor que 3 anos € peso ao nascimento de menos de 3kg (Oliveira, 2002). O
escore de Shwachman avalia o estado geral dos pacientes correlacionando a nutri¢do,
atividade geral, exames fisicos e achados radioldgicos. Para cada item avaliado € conferida
uma pontuacio que pode atingir o maximo de 25. Quanto menor a pontuagdo e, portanto o
escore, pior o quadro clinico (Alvarez, 2002).

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

desenvolvimento como o Brasil, possivelmente devido a somente casos de FC com

72



apresentacdo clinica severa serem acompanhados, enquanto casos moderados a leves,
especialmente em dreas rurais, podem ser subdiagnosticados. A intensidade das
anormalidades pulmonares varia muito e 0S casos mais severos procuram mais
precocemente por diagndstico e tratamento. O diagndstico tardio de casos clinicamente
inaparentes ou menos severos ndo piora necessariamente o progndstico (Camargos et al.,

2000).

1.1.7. Genes modificadores na Fibrose Cistica

Em um estudo realizado em gémeos mono e dizigdticos encontrou-se uma forte
contribuicdo genética na doenga pulmonar sem, contudo, ser dependente do genétipo CFTR
(Santis et al., 1992).

Interacdes entre mutacOes genéticas, genes modificadores e fatores ambientais
contribuem para a grande variabilidade fenotipica e severidade da doenca (Alves et al.,
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 t€ém sido elaboradas
para sua identificacdo e caracterizacao (Houston e Tomlinson, 1998).

O ambiente € um fator que nio pode ser controlado para a andlise estatistica. No
entanto, os genes modificadores sdo os alvos de estudos e permitem uma melhor
compreensdo da variabilidade clinica da doenca, especialmente nos aspectos da doenca
pulmonar. Um Iécus modificador € distinto daquele da doenga e acarreta em variagao

quantitativa e/ou qualitativa no fenétipo da doenga (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 sist€mica; (ii) efeitos
qualitativos ou quantitativos, ambos em nivel da proteina ou no fenétipo da doenga; (iii)
acdo especifica na apresentacdo da doenca, bem como agdo inespecifica; (iv) acdo direta ou
controlada sobre a mutacdo que acarretada a doenca, bem como, sobre condicdes
ambientais especificas (Houston e Tomlinson, 1998; Merlo e Boyle, 2003; Accurso e
Sontag, 2003; Slieker et al., 2005; Marson, 2011).

O conceito de multiplos modificadores genéticos na doenca Mendeliana, como na
Fibrose Cistica, € diferente do conceito de multiplos variantes genéticos na doenca nao
Mendeliana, como na asma. Nas doencas genéticas complexas, variantes genéticas
multiplas interagem umas as outras (e o ambiente) causando a doenca. Ao contrdrio, a
Fibrose Cistica € causada por mutacdes no gene CFTR, e variacOes genéticas que relatam a
cascata de patogenia da mutacdo no gene CFTR, modificam a gravidade do fendtipo. De
fato, polimorfismos genéticos que apresentam um pequeno efeito ou ndo em sujeitos
normais, podem ser modificadores da doenca na Fibrose Cistica (Knowles, 2006; Alves et
al., 2007; Marson, 2011)

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

Figura 7.
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Fenétipo (altamente variavel com

marcadores de gravidade pulmonar

independentes do genétipo CFTR)

Fatores ambientais (p.ex. tabagismo,

umidade do ar, temperatura, exposi¢do a Genétipo

agentes patogénicos)

Genes modificadores (Genes outros que o CFTR "

Gene CFTR (Contém as

mutagdes que determinam a

que causam altera¢do nas caracteristicas

fenotipicas apresentadas pelo individuo, atuando
auséncia ou expressdo anormal

da proteina CFTR)

principalmente na resposta ambiental e modulando
diferentes vias metabdlicas; p.ex. ACE, TNF,
NOS-1, TGE dentre outros) J

7

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

Na FC, a variabilidade clinica esta associada com as variaveis clinicas, no entanto,
ha muito ainda para ser analisado. Genes modificadores associados a resposta imune tém
sido um alvo para o estudo da modulacdo genética e de novas drogas, tais como 0s genes
ADRA2A e TCF7L2.

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

para uma intervencao terapéutica futura (Boyle, 2003; Boyle, 2007; Alves et al., 2007)
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Consequentemente, € preciso verificar a sua ocorréncia em nossas populacdes para
que sirva como elemento diagndstico e apoiador de iniciativas de sadde publica além do

acompanhamento mais efetivo das pessoas.
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1.1.7.1. Gene TCF7L2

O Transcription factor 7-like 2 ou TCF7L2, antigamente referido como TCF-4
(Transcription fator 4) estd localizado no cromossomo 10, regido q25.3 e possui 217.429pb
divididos em 18 éxons (Prokunina-Olsson et al., 2009).

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

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

A transducdo da via Wnt € uma das vias centrais que controlam o crescimento e
diferenciacdo dos organismos. Estd envolvida no desenvolvimento de uma grande
variedade de linhagens de células e 6rgaos (Chien et al., 2007; Marquezine, 2009). Em um
dos principais ramos da Wnt, denominado via candnica, Wnts se ligam a receptores frizzled
em conjunto com correceptores da familia LRP (Leucine-responsive Regulatory Protein). A
ativacdo resultante da via previne a fosforilagdio da B-catenina e sua degradagdo
subsequente. A Beta-catenina estabilizada transloca-se para dentro do ntcleo onde ela
interage com os fatores de transcri¢do da familia TCF para ativar a expressao de genes alvo
do TCF7L2. Em conclusdo, acredita-se que a regulacdo controlada desse mecanismo de
sinalizacdo leva a proliferacdo e diferenciacdo normais em tecidos-chave para a patogénese
do DM2, como o adiposo e, possivelmente, o pancreas enddcrino (Duval et al., 2000;

Welters et al., 2008)

7



Polimorfismos de TCF7L2 foram associados a secre¢ao de insulina diminuida, a
producdo de glicose, e a tolerdncia a glicose por meio de efeitos diretos nas células
betapancreatica das ilhotas.

Assim, embora o mecanismo especifico de conducdo do desenvolvimento de
diabetes tipo 2 ndo seja claro, existem evidéncias suficientes para demonstrar que variantes
no gene TCF7L2 podem aumentar o risco de desenvolvimento de DM2 e/ou a progressao
para diabetes com tolerancia diminuida a glicose.

Ha poucos estudos que investigam o papel da TCF7L2 sobre a secrecdo de insulina
em ilhotas isoladas. Recentemente, um estudo realizado por Shu e colaboradores relataram
que o silenciamento de TCF7L2 por siRNA resultou numa forte inibi¢do da secrecdo de
insulina em ilhéus humanos e rato. Por outro lado, a superexpressdo de TCF7L2 secre¢ao
de insulina estimulada. A maneira como os niveis da proteina modulam a secrecido de
insulina ndo foi estabelecida no estudo. Porém, sabe-se que o silenciamento de TCF7L2
exerce um forte efeito inibidor sobre a secrecdo de insulina induzida pela glicose.

A expressdo do TCF7L2 em ilhotas humanas foi 5 vezes maior em diabéticos, o que
foi associado a reducdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose nessas células,
reforcando o envolvimento do gene na patogénese da diabetes (Lyssenko et al., 2007,

Marquezine, 2009).
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1.1.7.1.1. Polimorfismo no gene TCF71.2.

Os polimorfismos de nucleotideo tunico (SNPs) tém sido consistentemente
associados com Diabetes Mellitus tipo 2 em populacdes de diferentes origens étnicas,
fazendo do TCF7L2, hoje, um dos lécus mais importantes para a predisposicio a DM2
(Franco et al., 2011)

Em uma populagdo 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 ligacio e
mostraram igualmente forte associagdo com diabetes tipo 2 (figura 8).

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

O 1512255372 também € conhecido como IVS4G>T e, além da Diabetes tipo 2, estd

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

rs12255372

rs7903146

DG10S478 l

217.429pb

Figura 8. Estrutura do gene TCF7L2. Microssatélite DG10S478 e polimorfismos

17903146 e rs12255372 (adaptado de Prokunina-Olsson et al., 2009).
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1.1.7.2. Gene ADRA2A

Na FC, a variabilidade clinica esta associada com variaveis clinicas, no entanto,
ainda hd muito a ser analisado, e genes modificadores que sdo associados a resposta
imunoldgica tém sido alvos de estudo de modulacdo genética e identificacio de novas
terapéuticas (Drumm et al., 2012; Knowles et al., 2012; Dorfman et al., 2012). Entre estes,
o gene Receptor Adrenérgico alfa-2A (ADRA2A) foi estudado.

ADRAZ2A foi 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 aminoécidos, conhecida como receptor alfa-2A adrenérgico (a2-AR).

Receptores adrenérgicos sdo 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 € especifico na
distribuicdo em tecidos e células, padrdo ontogenético, regulacdo e fungdes fisiologicas
(Shishkina e Dygalo, 2002).

O receptor adrenérgico alfa-2, particularmente o subtipo alfa-2A, é uma proteina
chave no controle do sistema que regula atencdo, vigilancia e memoria (Maestu et al.,
2008), mediando outras importantes respostas fisioldgicas, particularmente no sistema
cardiovascular e sistema nervoso central, e dessa forma participam, em todos os aspectos,
do estresse e da excitacdo, incluindo fungdes cognitivas, respostas cardiovasculares e
efeitos metabolicos (Lafontan e Berlan, 1993).

Os receptores alfa-2A adrenérgicos sdo 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 secunddrios, tais como, monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP) ou inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), diaciglicerol (DAG) e Ca2+. A a2-AR acoplado a
proteina G, em vez disso, inibe a adenilato-ciclase e a subsequente formacdo de cAMP
(Kobilka et al., 1987; MacDonald et al., 1997).

A 02-AR € encontrada nas células adrenérgicas e € altamente expressa em nervos
simpaticos, cortex cerebral, hipocampo, septo, amigdala, hipotdlamo, corddo umbilical,
coluna vertebral, ilhotas pancreaticas, plaquetas e células do sistema imunoldgico
(macrofagos, células polimorfonucleares e linfocitos T). A proteina a2-AR reduz o tdnus
simpatico e niveis norepinefrina, pressdo arterial e frequéncia cardiaca, proporcionando
sedacdo e analgesia.

A proteina a2-AR também estd envolvida no metabolismo da glicose e lipideos,
regulacdo da temperatura corporal, agregacdo de plaquetas, producdo de citocina pro-
inflamatodria, na cognic¢io e no comportamento (Kurnik et al., 2006;Ying et al., 2011).

Estudos t€m correlacionado a expressdo da a2-AR com risco de Diabetes Mellitus,
intensidade do processo inflamatério pulmonar durante as infec¢Oes bacterianas e asma
alérgica associada a broncoconstri¢do (Ying et al., 2011; Wilson et al., 2007; Rosengren et
al., 2010). ADRA2A tem importancia no sistema imune, particularmente em resposta as
bactérias que colonizam as vias respiratdrias.

Neste contexto, estudo dos polimorfismos do gene ADRA2A € importante para

elucidar a variabilidade clinica em doencas inflamatdrias, incluindo a FC.
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1.1.7.3. Polimorfismos no gene ADRA2A

Os polimorfismos rs10885122 (G>T) e rs553668 (A>G) sao dois polimorfismos de
nucleotideo dnico (SNP) localizados na regido intragénica e na regido 3" ndo 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 concentracdo de glicose em jejum.

rs553668
rs10885122 J/
5’ J/ 879pb 1353pb 1413pb 3’
éxon
3650pb

Figura 9. Estrutura do gene ADRA2A. Localizacdo 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 prevencdo, tratamento do ileo
meconial ao nascimento, suporte nutricional adequado, fisioterapia respiratéria e
antibioticoterapia precoce para as infeccdes pulmonares, melhora do tratamento
antimicrobiano, ndo podendo desconsiderar, contudo, que o cuidado durante a infincia com
equipes multidisciplinares em centros especializados influencia notadamente no desfecho
clinico e, por consequéncia, na sobrevida desta populacdo (Ribeiro, Lunardelli e Oliveira,
2008; Chakr et al., 2006; Della Manna et 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 (Garagorri et al., 2001; Della
Manna et al., 2008).

O aumento da longevidade tem ocasionado maior incidéncia de complicagcdes
extrapulmonares e entre elas estdo as alteracdes do metabolismo dos carboidratos na forma
de intolerancia a glicose até a Diabetes Mellitus relacionada a fibrose cistica (DRFC)
(Brennan et al., 2004; Spence, 2005;Alves et al., 2007; Della Manna et al., 2008).

A diabetes relacionada a fibrose cistica (DRFC) é a principal co-morbidade 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 Manna et al., 2008). Estima-se que o DRFC acometa aproximadamente 25% dos
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adolescentes e 40-50% dos adultos com FC(Moran et al. 1999; Mackie et al., 2003;
Blackman et 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
pancredtica exdgena, homozigoze para mutacio DF508, infeccdes pulmonares e
corticoterapia (Alves et al., 2007; Moran et al., 1999; Rosenecker et al., 1995; Hardin e
Moran, 1999; Lanng et al., 1994; Della Manna et al., 2008).

O risco de DM na FC €, aproximadamente, 10 vezes maior que na populagdo geral e
o risco de DM2 chega a ser 20 vezes maior. Frequentemente, manifesta-se entre 15 e 21
anos de idade (Blackman er al., 2009; Cowie et al., 2006; Brennan et 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 (Costa et al., 2005; Moran et al., 1999).

Estudos retrospectivos mostraram declinio pulmonar e perda de peso 2 a 4 anos
antes do diagnéstico de DRFC (Costa et al., 2007). A mortalidade € seis vezes maior em
pacientes com DRFC do que em pacientes com FC sem diabetes (Moran et al.,, 1999;
Brennan et al., 2007; Preumont et al., 2008; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

O declinio da fung@o pulmonar é mais acelerado nos pacientes intolerantes a
glicose, do que naqueles com metabolismo glicémico normal.

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

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

tem papel fundamental na ades@o e melhora clinica destes pacientes (Alves et al., 2007).

1.2.2. Fisiopatologia

A fisiopatologia do DRFC inclui a concorréncia de anormalidades estruturais do
pancreas exdcrino e enddcrino; insuficiéncia funcional do pancreas enddcrino e aumento da
resisténcia periférica a acdo da insulina (Hardin e Moran, 1999; Moran et al., 1999; Moran
et al., 1991; Moran, 2002; Brennan et al., 2004; Della Manna et al., 2008).

A causa de DRFC ¢ resultado da disfuncdo da ilhota pancredtica causada por
inflamacdo e fibrose por consequéncia de secre¢do exdcrina viscosa (Alves et al., 2007;
Moran et al., 1999; Elder et al., 2007). Acredita-se que a deficiéncia de insulina seja a
primeira causa de DRFC, mas resisténcia a insulina também estd presente em pacientes
com FC (Costa et al., 2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

Existe uma forte associacdo entre a doenca pancredtica exdcrina € o DRFC. O
acometimento exocrino inicia-se pela obstrucdo dos ductos pancredticos por mucina, atrofia
dos d4cinos e substituicdo por tecido fibrogorduroso, entretanto, no meio de tamanha
destruicao tecidual, ainda podem ser observadas ilhotas de Langerhans totalmente normais
que, ao longo do tempo, passam a apresentar depdsitos de amildide a semelhanca do que é
visto no DM do tipo 2 (Iannucci et al., 1984; Lohr et al., 1989; Della Manna et al., 2008).

Muitas particularidades da FC influenciam no inicio e no curso dessa forma de DM,
incluindo: desnutri¢do, infeccdes agudas e cronicas, gasto energético elevado, ma absor¢ao
de nutrientes, transito intestinal anormal e disfuncdo hepatobiliar (Moran et al., 1999; Della

Manna et al., 2008).
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A fisiopatologia do DRFC difere da Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2),
sendo classificado pela Academia Americana de Diabetes como “outros tipos de diabetes:
causado por lesdao do pancreas exdcrino” (Costa et al., 2005; Rozov et al., 2006).

Na FC, o metabolismo da glicose € influenciado pela desnutri¢do, infec¢des
crOnicas e agudas, aumento do metabolismo basal, deficiéncia de glucagon, disfungdo de
polipeptideos pancredticos, alteracdo do clearance da insulina, ma absor¢ao e altera¢des no
transito intestinal, disfun¢do hepdtica e aumento do esforgo respiratério (Marshall er al.,
2005; Lombardo et al., 2003; Lanng, 2001; Alves et al., 2007).

As alteracdes 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 infec¢des, uso de nutri¢do enteral e corticoterapia (Moran ef al., 1999;

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 fungdo das células Beta produtoras de insulina causada
por destrui¢do progressiva na estrutura da ilhota pancredtica seja uma das causas principais
de DRFC. Alguns investigadores relatam redugao significante na drea superficial de células
beta nas ilhotas de pacientes com DRFC comparado a pacientes com FC nao diabéticos
(Costa et al., 2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

As alteragdes do canal de cloro levam a hiperviscosidade da secrecdo ductal
pancredtica, causando lesdes obstrutivas, infiltracdo gordurosa, fibrose progressiva das
ilhotas e reducdo da secrecdo de insulina, glucagon e polipeptidio pancreatico (Lombardo et
al., 2003; Dobson et al., 2004; Alves et al., 2007).

O acumulo de substancia amildide 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 citotoxico e limitador da secre¢do de insulina (Brennan
et al., 2004; Mackie et al, 2003; Alves et al., 2007).

A diminuicdo da secrecdo insulinica € associada a insuficiéncia pancredtica exogena
(Brennan et al., 2004; Moran, 2002; Alves et 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 sdo importantes. A grande maioria dos pacientes com FC apresenta insuficiéncia
pancredtica exdgena. As ilhotas de Langerhans sdo preservadas inicialmente, contudo, com

a idade, haverd menos tecido acinar e as ilhotas existirdo em maiores ou menores grupos
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fragmentados separados pelo tecido fibroso ou adiposo. A diminuicao da func¢do nas células
das ilhotas resulta primeiramente da perda de ambas as células (Beta e Alfa), mas a fungao
enddcrina anormal também pode ser causada por uma degeneracdo no suprimento de
sangue, uma infiltracdo inflamatéria geralmente com predominancia dos eosindfilos e,
hipoteticamente, distirbio da func¢do pardcrina entre as células das ilhotas (Lanng, 2001;

Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

1.2.3.2. Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina pode ser causada por alteracOes na proteina transportadora
de glicose 4 (Glucose Transporter 4, GLUT-4). A translocagdio da GLUT-4 no
compartimento intracelular para superficie € necessaria para o transporte normal de glicose
para dentro da célula. H4 indicios de que anormalidades nessa proteina possam alterar a
translocacdo da GLUT-4 do meio intracelular para membrana plasmatica, contribuindo para
a resisténcia insulinica (Hardin et 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 exdgena necessdria para manter a euglicemia serd um reflexo da sensibilidade
periférica tissular a insulina (Alves et al., 2007; Brennan et al., 2004; Ribeiro, Lunardelli e

Oliveira, 2008).
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Figura 10. Mecanismos propostos para a patofisiologia da DRFC (adaptado de Rana et al.,

2012).

1.2.4. Principais Complicacoes
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 (Brennan et al.,

2004; Alves et al., 2007).

O surgimento do DM parece acrescentar maior gravidade a doenga fibrocistica.
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Entre as complicacdes do DRFC, as nutricionais e respiratérias sdo as mais
importantes, a perda de peso, sem explicagdo, € o sinal clinico mais frequentemente
informado pelos pacientes antes do diagndstico confirmatério do DRFC. Os pacientes com
DRFC apresentam pior fun¢do pulmonar e maior prevaléncia de bactérias patogénicas.

Complicagdes microvasculares como retinopatia (incluindo neovascularizagdo e
cegueira), nefropatia (com aumento na excrecdo de albumina e insuficiéncia renal) e
neuropatia sdo relatadas na DRFC (Costa et al., 2005; Brennan et al., 2006; Ribeiro,
Lunardelli e Oliveira, 2008).

Existem poucos relatos de complicacdes macrovasculares. Possiveis explicagcdes
incluem: baixa expectativa de vida, menor incidéncia de dislipidemia e hipertensdo e
insulinopenia (Alves et al., 2007). E recomendado comecar a fazer exames anuais para
complicagdes 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 cldssica da diabetes pode ndo ser reconhecida, uma vez que
sintomas como letargia, fraqueza, fadiga, dificuldade na manuten¢do do peso, desidratacao
e piora inexplicdvel da func¢do pulmonar podem ser também manifestacdes da doenca
pulmonar e infeccdes (Moran et al., 1999; Moran., 2002; Della Manna et al., 2008).

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

investigacdo de DM deverad ser realizada (Della Manna et al., 2008).
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O consenso em diabetes da Cystic Fibrosis Foundation recomenda pesquisa anual
dos distiirbios do metabolismo glicémico em todo paciente portador de FC por meio da
coleta de glicemia ao acaso, principalmente apds as refei¢des, glicemia de jejum e
complementacdo com o teste de tolerdncia oral a glicose (OGTT) em alguns casos,
considerando-se a baixa sensibilidade e especificidade da glicemia de jejum (National
Diabetes Data Group, 1979; Della Manna et al., 2008).

A classificacdo das categorias de tolerancia a glicose € feita com base na presenga
ou na auséncia da glicemia de jejum diabética (> 126 mg/dL), confirmada em pelo menos
duas ocasides diferentes, assim como na glicemia de duas horas do OGTT (Hardin e
Moran, 1999; Moran et al., 1999; Della Manna et 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 crdnica) ou somente em situagdes de descompensacdo aguda (DRFC
intermitente) (Moran et al., 1999; Della Manna et al., 2008).

Devido a apresentacdo clinica ser frequentemente insidiosa e o tratamento inicial
poder prevenir a deterioracdo clinica associada com a ocorréncia de diabetes, exames
sistematicos sdo recomendados a partir dos 14 anos de idade nos pacientes com FC.
Ferramentas vidveis incluem exames de glicose em jejum, hemoglobina glicada (HbAlc) e
teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) (Costa et al., 2005; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira,
2008).

Tem sido proposto que a combinacdo de concentracdo de insulina elevada,

hemoglobina glicada alta, presenga de sintomas de hiperglicemia e perda inexplicdvel de
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peso, podem ter alta sensibilidade para identificar pacientes com DRFC (Costa et al., 2005;
Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

A dosagem da hemoglobina glicada, realizada trimestralmente, € til para
monitoracdo do DRFC j4 instalada (Brennan et al., 2006) O diagnéstico do DRFC agrava
ainda mais a dificuldade de conviver com a FC, devido a necessidade do uso de insulina
injetavel, monitora¢do da glicemia por capilar, restricdes alimentares e hospitalizacdes por
descontrole metabdlico. O apoio multidisciplinar é fundamental para auxiliar na aceitagao
desse novo problema (Alves et al., 2007; Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

O diagndstico dos variados graus de intolerancia a glicose € baseado na glicemia em
jejum ou no teste de tolerancia oral a glicose (OGTT). Embora a glicemia de jejum seja
mais facil de ser realizada, sua sensibilidade € baixa, porque, como visto, existem formas
clinicas que ndo apresentam hiperglicemia em jejum (Costa et al., 2005; Azzopardi et al.,
2003). Por isso, recomenda-se o teste de tolerancia oral a glicose, como padrao ouro. Ele é
realizado ap0s a ingestao de 1,75 g/kg de glicose (maximo: 75 g), medindo a glicemia basal
e apos 2 h. Para realizar o teste, o paciente ndo deve estar sendo tratado com corticoide,
nem ter tido infecgdes pulmonares agudas hd pelo menos 1 més (Costa et al., 2005).
Resultados anormais devem ser confirmados por um segundo exame, principalmente
naqueles pacientes sem sintomatologia de diabetes (Mueller-Brandes et al., 2005; Alves et

al., 2007).
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1.2.6. Tratamento

O tratamento da DRFC visa o manejo da hiperglicemia, preven¢do da hipoglicemia,
otimizacdo do estado nutricional e promog¢do da adaptagdao 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 educacio,
conscientizacdo e cooperagdo dos pais s@o elementos importantes no estabelecimento de
uma relagdo de mitua confianca, visando a terapéutica precoce e correta (Rozov, 1999;
Alves et al., 2007).

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

A condugdo do tratamento do paciente com FC requer abordagem multiprofissional
que inclui pneumologista, gastroenterologista, nutricionista, fisioterapeuta, enfermeira,
psicélogo, endocrinologista, cardiologista e cirurgido de térax, quando da indicacdo do
transplante de pulmao (Della Manna et al., 2008).

A orientagdo do tratamento do DRFC difere daquele do DM tipo 1 e do DM tipo 2
basicamente porque, enquanto a morbimortalidade desses ultimos estd associada a
nefropatia e doenca cardiovascular, no DRFC ela estd relacionada a desnutricdo e a doenga
pulmonar (Della Manna et al., 2008).

Os objetivos do tratamento € a otimizacdo do crescimento e do desenvolvimento,
com manuteng¢do do indice de massa corpérea (IMC) acima do percentil 25 e oferta calérica
entre 10% e 40% acima das necessidades didrias recomendadas para sexo e idade. O

enfoque principal no tratamento do DRFC € o manejo nutricional e o tratamento da

93



hiperglicemia inicialmente no periodo pés-prandial e, evolutivamente, também no estado de
jejum (Della Manna et al., 2008).

O tratamento da hiperglicemia serd direcionado primeiramente ao controle pods-
prandial por meio da introducdo da insulinoterapia relacionada as refei¢des (Della Manna et
al., 2008).

O uso de insulina € recomendado se houver sintomas de diabetes, declinio ndo
explicado do peso corporal ou fun¢do pulmonar (Moran et al., 2003; Alves et al., 2007,
Ribeiro, Lunardelli e Oliveira, 2008).

A DRFC ndo pode ser tratada sé com dieta (Lanng, 2001). A insulina € o unico
tratamento farmacoldgico recomendado para pacientes com DRFC (Costa et al., 2005;

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 genes TCF7L2 e ADRA2A com a

gravidade clinica da Fibrose Cistica.

2.2. Objetivos Especificos

-Determinar a frequéncia do polimorfismo rs12255372 no gene TCF7L2 em
pacientes com Fibrose Cistica.

-Determinar a frequéncia dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene
ADRAZ2A em pacientes com Fibrose Cistica.

-Analisar o polimorfismo rs12255372 no gene TCF7L2 e verificar associacdo com a
Diabetes Mellitus em Pacientes com Fibrose Cistica;

-Investigar a associagdo dos polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene

ADRA2A com as 27 variaveis clinicas da Fibrose Cistica.
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3. ARTIGO 1 - “ASSOCIATION BETWEEN THE 1VS4G>T MUTATION IN THE

TCF7L2 GENE AND SUSCEPTIBILITY TO DIABETES IN CYSTIC FIBROSIS

PATIENTS.”
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Abstract

and the occurrence of diabetes among patients.

diabetes.

Background: Clinical complications appear to be a decisive factor for the prognosis of patients. Diabetes is an
important complication of cystic fibrosis(CF). In our study we evaluated the association between the IVS4G>T
mutation in the TCF7L2"gene with the presence of diabetes in patients with CF.

Findings: We evaluated 145 patients with CF in relation to the genotype of the IVS4G>T mutation. For this, the
PCR method associated with specific enzyme digestion was used. The genotypes G/G, G/T and T/T were observed
to have frequencies of 54 (37.2%), 78 (53.8%) and 13 (9%), respectively. There was no association between genotype

Conclusions: In our sample, no association was found between the IVS4G>T mutation in the TCF7L2 gene and

Keywords: rs12255372, IVS4G > T, TCF7L2, Cystic fibrosis, Diabetes

Findings

Introduction

Cystic Fibrosis (CF) is a monogenic autosomal recessive
disease more common in the Caucasian population. It
has the overall prevalence of 1:2500 births [1].

CF occurs due to mutations in the gene CFTR (“Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator”)
located in the 7q3.1 region, which encodes the CFTR
protein. Over 1897 mutations were identified in the
CFTR gene [2].

The disease is characterized by a higher viscosity of
secretions leading to chronic obstructive pulmonary dis-
ease, recurrent respiratory tract infections, pancreatic in-
sufficiency, increased concentration of chloride in sweat
and male infertility [1].

The clinical features of CF are characterized by clinical
heterogeneity; some individuals have early death, while
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others survive to adulthood [3]. Clinical complications
appear to be a decisive factor for the prognosis of
patients. Diabetes is an important complication of CF.
Diabetes risk increases with age, affecting about 25% of
adolescents and 40-50% of adults with CF [4-6]. As
CF’s patients are now living longer, diabetes has become
the most common systemic complication of CF after
lung disease. Diabetes is associated with a significantly
worse CF prognosis [6,7], although treatment of dia-
betes improves nutritional status and pulmonary func-
tion [8]. Among CFs patients, the prevalence of
diabetes is approximately tenfold greater (at about one-
third the age) than is seen for type 2 diabetes in the
general population [6,9].

Grant et al. [10] reported on the association of a com-
mon microsatellite, (DG10S478) within intron 3 of the
transcription factor 7-like 2 gene (TCF7L2) with type 2
diabetes in an Icelandic case—control sample and repli-
cated this result in two additional case—control cohorts
of white patients. The noncoding single-nucleotide poly-
morphisms rs12255372 and rs7903146 were in strong
linkage disequilibrium with DG10S478 (r2=0.95 and

© 2012 Furgeri et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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r2 =0.78, respectively) and showed similarly robust asso-
ciations with type 2 diabetes. The authors recommended
that these two single-nucleotide polymorphisms be gen-
otyped in all attempts at replication [11].

In our study we evaluated the association of the
rs12255372 polymorphism (IVS4G>T mutation) in
TCF7L2 gene with the presence of diabetes in patients
with CF.

Results

This study was approved by the Ethics Committee of the
Faculty of Medical Sciences of University of Campinas -
UNICAMP (#528/2008).

The study included 145 patients with CF who are
monitored by the Pediatric Pulmonology Outpatient
Clinic at UNICAMP.

The genotypes G/G, G/T and T/T were observed with
frequencies of 54 (37.2%), 78 (53.8%) and 13 (9%), re-
spectively. The frequency of G allele was 0.64 and the T
allele 0.36.

Of the total patients, 72 patients (49.7%) were female
and 73 (50.3%) were male, diabetes mellitus was
reported in 29 (20.3%) patients and 114 (79.7%) had no
comorbidity; meconium ileus was diagnosed in 24
patients (16.6%) and 121 (83.4%) had no comorbidity.

The ethnicity of the patients was respectively, 136
(93.8%), 5 (34%) and 4 (2.8%) of Caucasoid, Negroid
and mixed race.

For the sample that was screened for the F508del mu-
tation, its frequency was: 37 (25.5%) F508del/F508del, 60
(41.4%) with one F508del allele and 48 (33.1%) patients
without the F508del mutation identified.

74 patients (51%) were aged less or equal than 154
months and 71 patients (49%) greater than 154 months.

Association between genotype of the IVS4G > T muta-
tion and the development of diabetes and the presence
of meconium ileus (Tables 1, 2) was not found. When
the variable presence of the F508del mutation was intro-
duced, an association was still not found in our sample
(Tables 3,4).

Discussion
Florez et al. (2006) [11], examined whether the two most
strongly associated variants (rs12255372 and rs7903146)
predict the progression to diabetes in 3.548 persons with
impaired glucose tolerance who were enrolled in the
Diabetes Prevention Program, in which lifestyle inter-
vention or treatment with metformin was compared
with placebo. The data found showed that the risk alleles
in rs7903146 and rs12255372 predict the risk of diabetes
prospectively, beyond that conferred by the clinical risk
factors.

In 2009, Blackman et al, [6] had already tested
whether a family history of type 2 diabetes affected
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Table 1 Association IVS4G > T mutation with clinical

variables in cystic fibrosis patients followed at the

Pediatric Clinic at UNICAMP distribution without the

mutatjons in the CFTR gene

Sex  Male Férﬁaie ‘ Chi-squaﬁ p—valueﬁ
G/G 28 (51.9%) 26 (48.1%) 0.144 093
G/T 39 (50%) 39 (50%)

v 7 (53.8%) 6 (46.2%)

Diabetes N  Yes
GG 39(22%  15078% 3018 0221
G/T 64 (84.2%) 12 (15.8%)

7 11 (84.6%) 2 (15.4%)

Meconium ileus No Yes

G/G 47 (87%) 7 (13%) 1014 0602
G/T 64 (82.1%) 14 (17.0%)

T 10 (76.9%) 3 (23.1%)

Age < 154 months > 154 months

G/G 28 (51.9%) 26 (48.1%) 2141 0343
G/T 37 (47.4%) 41 (52.6%)

T 9 (69.2%) 4 (30.8%)

diabetes risk in CF patients in 539 families in the CF
Twin and Sibling family-based study. 998 patients were
evaluated from the family-based study and 802 unrelated
CF patients in an independent case—control study. Fam-
ily history of type 2 diabetes was shown to increase the
risk of diabetes in CF (OR 3.1; p=0.0009). A variant in
TCF7L2 associated with type 2 diabetes (the T allele at
rs7903146) was associated with diabetes in CF in the
family study (p=0.004) and in the case—control study
(p=0.02; combined p=0.0002). In the family-based

L3

Table 2 Association IVS4G > T mutation in TCF7L2 gene
after genotypic groupings with clinical variables in cystic
fibrosis patients followed at the Pediatric Clinic at
UNICAMP distribution without the mutations in the CFTR

gene

Sex Male Female Chi-square p-value
G/G 26 (48.1%) 28 (51.9%) 0.078 0.864
G/T and T/T 46 (50.5%) 45 (49.5%)

Diabetes No Yes

G/G 39 (72.2%) 15 (27.8%) 3017 0.091
G/T and T/T 75 (84.3%) 14 (15.7%)

Meconium ileus No Yes

G/G 47 (87%) 7 (13%) 0.802 0489
G/T and T/T 74 (83.4%) 7 (18.7%)

Age <154 months > 154 months

G/G 28 (51.9%) 26 (48.1%) 023 1
G/T and T/T 46 (50.5%) 45 (49.5%)
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Table 3 Association IVS4G > T mutation in TCF7L2 gene, distributed by genotype for the mutation in the CFTR gene

delF508 with clinical variables in cystic fibrosis patients followed at the Pediatric Clinic at UNICAMP with the
distribution by mutations in the CFTR gene

F508del Sex Male Female Chi-square p-value

-/- G/G 8 (53.3%) 7 (46.7%) 0.756 0685
/T 12 (42.9%) 16 (57.1%)
7 3 (60%) 2 (40%)

F508del/- G/G 13 (48.1%) 14 (51.9%) 0932 0.627
G/T 17 (60.7%) 11 (39.3%)
7T 3 (60%) 2 (40%)

F508del/F508del G/G 5 (41.7%) 7 (583%) 0.176 0916
G/T 1 (333%) 2 (66.7%)
7 16 (43.2%) 21 (56.8%)

F508del Diabetes No Yes

/- G/G 12 (80%) 3 (20%) 1356 0.508
G/T 21 (77.8%) 6 (22.2%)
7T 5 (100%) z

F508del/- G/G 19 (70.4%) 8 (29.6%) 2858 024
G/T 24 (88.9%) 3 (11.1%)
7T 4 (80%) 1 (20%)

F508del/F508del G/G 8 (66.7%) 4 (333%) 2042 036
G/T 18 (86.4%) 3 (13.6%)
7T 29 (784%) 8 (21.6%)

F508del meconium ileus No Yes

-/- G/G 15 (100%) = 2286 0319
G/T 25 (8935) 3 (10.7%)
7 5 (100%) -

F508del/- G/G 22 (81.5%) 5 (18.5%) 0073 0.964
G/T 22 (78.6%) 6 (21.4%)
7T 4 (80%) 1 (20%)

F508del/F508del G/G 10 (83.3%) 2 (16.7%) 3335 0.189
a7 17 (7739%) 5 (2275) ’
7T 1(333%) 2 (66.7%)

F508del Age < 154 months > 154 months

+ G/G 4 (26.7%) 11 (73.3%) 0813 0.666
G/T 6 (21.4%) 22 (78.6%)
T 2 (40%) 3 (60%)

F508del/- G/G 15 (55.6%) 12 (44.45) 2641 0.267
G/T 12 (42.9%) 16 (57.1%)
7 4 (80%) 100%)

F508del/F508del G/G 9 (75%) 3 (25%) 137 0.504
G/T 19 (86.4%) 3(13.6)
T 3 (100%) =

(-) absence of F508del mutation.
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Table 4 Association IVS4G > T mutation in TCF7L2 gene after genotypic groupings, distributed by genotype for the
mutation in the CFTR gene delF508 with clinical variables in cystic fibrosis patients followed at the Pediatric Clinic at
UNICAMP with the distribution by mutations in the CFTR gene

F508del Sex Male Female Chi-square p-value

/- G/G 8 (533%) 7 (46.7%) 0257 0613
G/T and T/T 15 (45.5%) 18 (54.5%)

F508del/- G/G 13 (48.1%) 14 (51.9%) 0.931 0335
G/T and T/T 20 (60.6%) 13 (394%)

F508del/F508del G/G 5 (41.7%) 7 (58.3%) 0018 03893
G/T and T/T 11 (44%) 14 (54%)

F508del Diabetes No Yes

/- G/G 12 (80%) 3 (20%) 001 0919
G/T and T/T 26 (81.3%) 6 (18.8%)

F508del/- G/G 19 (704%) 8 (29.6%) 2652 0103
G/T and T/T 28 (87.5%) 4 (12.5%)

F508del/F508del G/G 8 (66.7%) 4 (33.3%) 1437 0.231

<+« G/Tand T/T 21 (84%) 4 (16%)

F508del Meconium ileus No Yes

- G/G 15 (100%) - 1455 0228
G/T and T/T 30 (90.9%) 3(9.1%)

F508del/- G/G 22 (81.5%) 5 (185%) 0.067 0.795
G/T and T/T 26 (78.8%) 7 (21.2%)

F508del/F508del G/G 10 (833%) 2 (16.7%) 0.566 0452
G/T and T/T 18 (72%) 7 (28%)

F508del Age < 154 months > 154 months

-/~ G/G 4 (26.7%) 11 (733%) 0.032 0.857
G/T and T/T 8 (24.2%) 25 (75.8%)

F508del/- G/G 15 (55.6%) 12 (44.4%) 0.297 0586
G/Tand T/T 16 (48.5%) 17 (51.5%)

F508del/F508del G/G 9 (75%) 3 (25%) 1.009 0315
G/T and T/T 22 (88%) 3 (12%)

(-) absence of F508del mutation.

study, variation in TCF7L2 gene increased the risk of
diabetes about threefold (HR 1.75 per allele, 95% CI 1.3—
2.4; p=0.0006), and decreased the mean age at diabetes
diagnosis by 7 years. In CF patients not treated with sys-
temic glucocorticoids, the effect of TCF7L2 was even
greater (HR 2.9 per allele, 95% CI 1.7-4.9, p=0.00011).
A genetic variant conferring risk for type 2 diabetes in
the general population is a modifier of risk for diabetes
in CF.

Given these results, it became interesting to evaluate
the other polymorphism, rs12255372 that is also related
to a risk of diabetes among CF’s patients. Our analysis,
however, found no such correlation.

The absence of a relationship may be due to the sam-
ple size, but since this correlation is of great importance,
it should have appeared even in a small sample. In any
case, with an analysis of a larger number of patients it is

possible that a relationship between the studied poly-
morphism and CF risk can still be evidenced.

Patients and methods

Patients were included in the study from the Pediatric
Clinic at the Faculty of Medical Sciences of UNICAMP.
The sample size calculation was performed by
G-POWER program version 3.1 (using 0.05 alpha, 0.8
beta and W size effect of 0.3). To have the statically
power to all analyses using chi square test we need a
population size of 143 patients. All patients were con-
firmed as having CF through two positive sodium and
chloride sweat tests (value greater than 60 mmol/L) and
by analysis of differential membrane epithelium of the
intestine by the dosage of active CFTR through the
Ussing chamber. The identification of mutations in the
CFTR gene was performed in the laboratory of
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Molecular Genetics, FCM/UNICAMP, which has the
routine analysis tests for major mutations found in the
population of Brazil, which are: F508del, G542X,
R1162X, N1303K, G551D and N1303K. Of the patients
initially included in the survey, only those without clin-
ical data for statistical analysis and/or those who did not
sign the informed consent were excluded.

The DNA was obtained by the extraction technique of
phenol chloroform from 8 mL of venous blood. The
concentration of DNA used for analysis was 50 ng/mL.
Genotyping was performed using the PCR technique
associated with specific enzyme digestion.

The PCR reaction had a 25uL final volume with 100ng
of DNA, 1uM of each primers, 200mM deoxynucleotide
triphosphates, 1.3mM MgCl2, 50mM KCl, 10mM Tris -
HCI (pH 8.4 at 25°C), 0.1% Triton X-100 and 0.35 U Taq
DNA polymerase. A pair of primers were designed and
optimized to amplify the region of the mutation IVS4G >
T, resulting in amplification of 337 bp (S, 5-
CTGGAAACTAAGGCGTGAGG-3/, AS, 5-TTGTTGA-
GCTTTACTGAGAT-3'). The procedure for the thermal
cycling consisted of initial denaturation at 94°C for 7
min, subsequent denaturation at 94°C for 30’, annealing
at 56°C for 45, and extension at 72°C for 2 min,
repeated for 35 cycles, followed by a final extension at
72°C for 7 min.

The product from the PCR had a size of 337 bp and
after digestion by the restriction enzyme Tsp509I, frag-
ments of 143 bp +99+95 - G/G genotype, fragments of
126 +17+99+95 bp - T/T genotype and fragments of
143 +126 +99 + 95 + 17 bp - genotype G/T were found.

Statistical analysis was performed using the Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) v.17.0 and Open Epi
v.5.0 program. Data was compared by different tests
according to data distribution. Initially, data was com-
pared the chi square and Fisher exact test. For all the
analyses we adopted the value of p =0.05.
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N\
| Abstract- |
Background: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal disease with characteristics of a complex disease. Understanding ADRA2A polymorphisms |
are important to elucidate clinical variability that is encountered in inflammatory diseases including CF, for which diabetes is an important \
comorbidity beyond the primary inflammatory pulmonary disease.

Method: We included 176 CF patients. The rs553668 and rs10885122 ADRA2A gene polymorphisms were screened by ARMS-PCR. A gen-
otypic comparison was performed with 27 CF clinical variables and CFTR mutations.

Results: Clinical associations were found with the categorical variables: race [rs553668 polymorphism without taking the CFTR gene into
account (p= 0.002); haplotype group, without taking the CFTR gene into account (p= 0.014)], meconium ileus [rs553668 polymorphism with-
out taking the CFTR gene into account (p= 0.030) and patients with two CFTR mutations (p= 0.0012)] and BMI [rs553668 polymorphism in
patients with two CFTR mutations (p= 0.014)]. The association with numerical data was positive for age of diagnosis [rs553668 polymorphism
without taking CFTR mutations into account (p= 0.022)]; the Bhalla score [rs553668 polymorphism in patients with two CFTR mutations (p=
0,014)J; and the Shwachman-Kulczycki score [rs553668 polymorphism (p= 0.008) and haplotype (p= 0.050) in patients with two CFTR muta-
tions].

Conclusion: The rs553668 and rs10885122 ADRA2A gene polymorphisms are modifiers of CF severity. ;
| Keywords- Cystic fibrosis, polymorphisms, ADRA2A, CFTR, genotype, phenotype, variability, lung disease, modifier gene 1
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Background The ADRA2A gene region 10g24-g25 encodes a protein with 450
Cystic fibrosis (CF) is an autosomal disease that has characteristics amino acids, which is known as alpha-2A adrenergic receptor (a2-
of a complex disease. CF clinical modulations are associated with AR). Adrenergic receptors are part of a family of G protein-coupled
the environment and modifier genes [1-3]. The environment is a receptors that are stimulated by catecholamines such as epineph-
factor that cannot be controlled for statistical analysis. However, rine and norepinephrine. Generally with stimuli, adrenergic recep-
modifier genes are study targets that enable greater understanding tors activate G proteins that will stimulate enzymes such as adenyl-
of dlinical disease variability, especially in regard to the lung dis- ate cyclase and phospholipase C to induce second messenger
ease. production including cyclic adenosine 5-monophosphate (CAMP) or

; — AT i inositol 1,4,5-triphesphate (IP3), diacylglycerol (DAG) and Ca?'.
Our group studied CF severity in association with several modifier v ; st 3
genes including polymorphisms in the following genes: MBL-2, TGF Conversely, the 02-AR G-protein ooupleq receptor inhibits adenyk
-B1, CD14 [4], GSTM1, GSTT1 [5], ACE [6], ADRB2 [7] and ate cyclase and subsequent cAMP formation [9,10].

TCF7L2 [8]. These polymorphisms are associated with clinical vari- The a2-AR is found in adrenergic cells and is highly expressed in
ables including lung and digestive disease. sympathetic nerve center outputs, the cerebral cortex, the hippo-
In CF, clinical variability is associated with clinical variables; howev- campus, the septum, the amygdaloid, hypothalamic nuclei, the um-

er, much remains to be analyzed, and modifier genes that are asso- bilical cord, the spine, pancreatic islets, platelets and immune cells
ciated with the immune response have been a target for studying (macrophages, polymorphonuclear cells and T 'Y'“F:;‘We?) [12'
genetic modulation and identifying new therapeutics [1-3]. Among 13]. The 02-AR protein reduces sympathetic tone and norepineph-

5 : DRA2A rine levels, blood pressure and heart rate, thus providing sedation
tshtj:::dme Zrodreneegic receplor aipha. (A ) g o e and analgesia. The a2-AR protein is also involved in glucose and
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lipid metabolism, body temperature regulation, platelet aggregation,
proinflammatory cytokine production, cognition and behavior
[14,15].

. Studies have correlated a2-AR receptor expression with diabetes
mellitus risk, pulmonary inflammatory process intensity during bac-
terial infections and allergic asthma-related bronchoconstriction [15-
17]. In this context, studying ADRA2A polymorphisms is important
to elucidate clinical variability in inflammatory diseases including
CF, for which diabetes is an important comorbidity beyond the in-
flammatory pulmonary disease.

The aim of this study was to investigate the association of 27 CF
clinical variables with ADRA2A polymorphisms.

Methods

Cross-sectional studies were conducted in a university center for
CF care between 2012 and 2013. CF diagnosis was confirmed in
patients with two tests that gave sweat sodium and chloride values
greater than 60 mEqg/L.

In a cohort of patients we identified two mutations in the Cystic Fi-
brosis Transmembrane Regulator (CFTR) gene. No patient had
received the neonatal CF screening test.

In total, 215 patients were selected for the study. Of these, 176
were included, and 39 patients who did not have clinical data for
statistical analysis and had not signed the consent form were ex-
cluded.

Patient DNA was obtained by phenol-chloroform extraction.

The DNA concentration used for analysis was 50 ng/mL, which was
evaluated using a GE NanoVue™ spectrophotometer (GE
Healthcare Biosciences, Pittsburgh, USA).

Clinical Markers of Disease Severity

The following clinical severity markers were employed: clinical
scores (Shwachman-Kulczycki, Kanga and Bhalla) [18], body mass
index (BMI) (for patients older than 19, the BMI= weight/(height)2
formula was used; for the remaining patients, the WHO ANTHRO
(children under 5 years old) and WHO ANTHRO PLUS (children 5-
19 years old) programs were used [19,20]), patient age (< 154 and
> 154-month-old age groups), age at diagnosis (sodium and chlo-
ride levels with altered perspiration < 24 and > 24 months), first
clinical symptoms (digestive < 3 and > 3 months; pulmonary < 6
and > 6 months), 1st Pseudomonas aeruginosa colonization (< 31
and > 31 months), sputum microorganism presence (P. aeruginosa
mucoid (PAM) and non-mucoid (PANM), Achromobacter xylosoxi-
dans, Burkolderia cepacia and Staphylococcus aureus), transcuta-
neous hemoglobin oxygen saturation and spirometry.

Spirometry was performed in patients who were at least 7 years old
with the CPFS/D spirometer (MedGraphics, Saint Paul, Minnesota,
USA). Data were recorded using PF BREEZE software version
3.8B for Windows 85/98/NT, and the following markers were includ-
ed: forced vital capacity [FVC(%)], forced expiratory volume in the
first second [FEV1(%)].the ratio between FEViand FVC(%) [FEV4/
FVC(%)], and forced expiratory flow between 25 and 75% of the
FVC [FEF25.75%).

The analyzed comorbidities were nasal polyps, osteoporosis, meco-
nium ileus, diabetes mellitus, and pancreatic insufficiency.

This study was approved by the Institutional Ethics Committee from
the University of Campinas Medical Faculty (#528/2008), and all of
the patients signed a consent form before beginning the study.

CFTR Mutation Determination

CFTR mutation determination was performed by polymerase chain
reaction (PCR) (F508del mutation) and the fragment length poly-
morphism method (G542X, R1162X, R553X, G551D and N1303K).
Some mutations in CF patients were obtained by sequencing or
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) analysis,
S4X, 2183A>G, 1717G>A and 1618T. For sequencing and MLPA,
we used the same MegaBACE 1000® (GE Healthcare Biosciences,
Pittsburgh, USA). The CFTR genotype was used as a correction
factor for statistical analysis. All of the mutations identified were
included in class one, two or three of the CFTR gene. Other muta-
tions that were as class IV (P205S e R334W) were not included in
the statistical analysis. For more details see the session results.

ADRA2A Polymorphism Determination

To determine the genotype of the rs553668 and rs10885122 poly-
morphisms in the ADRA2A gene, the amplification refractory muta-
tion system (ARMS-PCR) was used because it can specifically
determine single sequence polymorphisms with the same sensibility
and specificity as restriction fragment length polymorphism analysis
(RFLP) [21]. To assess rs553668 polymorphisms the following pri-
mers were used: 3- CCA AGG CCA GGA TTT CAA CA -5
(common primer), 3'- CCC AAC TCT CTC TCT CTT TTT TG -5
and 3'- CCC AAC TCT CTC TCT CTT TTT TA -5’ (specific pri-
mers). The following primers were used to assess rs10885122 poly-
morphisms: 3"~ TTC CCT GCT CAG AAA CAT CC -5" (common
primer), 3'- GTA TCA ACA GGT TTC ACA AGG -5" and 3™- GTA
TCAACA GGT TTC ACA AGT -5° (specific primers).

The rs553668 PCR fragment was 152 base pairs and the
rs10885122 PCR fragment was 221 base pairs.

Polymorphism PCR was performed with bidistilled water, 10x Taq
buffer with (NHs)2SO4, MgCl> (25 mM), dNTP (25 mM each), pri-
mers (0.2 pmol of each primer), Taq polymerase (5U) and genomic
DNA (50 ng/mL).

The annealing temperatures for rs553668 and rs10885122 were
56°C and 60°C, respectively.

The reaction was analyzed on a polyacrylamide gel (12%) at 180 V
for 4 hours. The gel was stained in ethidium bromide solution and
visualized on the Typhoon™ scanner (GE Healthcare, WisConsin,
USA).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) software v.17.0 (version 17, SPSS Inc.,
Chicago, IL), Epi Info v.6.0 [22] and R version 2.12 (Comprehensive
R Archive Network, 2011). Sample statistical power calculations
were performed with GPower 3.0.3.1 software [23]; statistical power
for the analysis was above 80%.

The data were compared using the c2 and Fisher exact tests for
categorical variables and the Mann-Whitney and Kruskal-Wallis
tests for numerical variables.

The rs553668 and rs10885122 polymorphisms were compared
directly with the variables according to results session. All of the
associations for the analyzed haplotypes were performed consider-
ing whether the genotypes were heterozygous for either polymor-
phism according fo results session. For additional details, consult
[Fig-1].

Because of the high standard deviation in the patient data distribu-
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tion several variables were categorized into classes based on time

(short or long) and severity (minor or severe) including patient age,

age at diagnosis, onset of pulmonary and digestive symptoms and
. time before P. aeruginosa isolation.

romom it oesscnrmoren
ADRA2A gene
rs553668 s10885122
G T
G6 GG GG GA GA GA AA AA AA rsS53668
66 GT ™ 66 61 L 66 6T TT ;10885122
1 16 1 1 ” 17 1 1n 7 N
0.69% 1L11% 0.69% 7.64% 54.86% 11.81% 0.69% 7.64% A486%  Frequency
RARE PRECOMINANT RARE
HAPLOTYPE AR OTYRE HAPLOTYPE
Fig. 1- Haplotype groups for the rs10885122 and rs553668
ADRA2A gene polymorphisms.

[Fig-1] demonstrates the high prevalence for the heterozygous
ADRAZ2A gene rs10885122 and rs553668 polymorphism haplotype
and polymorphism localizations in the ADRA2A gene. All of the
possible polymorphism combinations are demonstrated; patient
number (N) and frequency (%) in each group.

To avoid spurious data because of multiple problematic tests [24],
the significance level a was adjusted using the Bonferroni correc-
tion test (0 comectes= 0.05/number of tests).

The analyses were performed using two cohorts. The first cohort
included all of the CF patients (176 patients), and second cohort
contained patients with two CFTR gene mutations (78 patients).
The latter was the main cohort that was used to analyze modifier
gene influence associated with CF clinical variations.

Results

In total, 176 CF patients were included in the study. All of the CF
patient clinical features are demonstrated in [Table-1]. Characteri-
zation of the ADRA2A gene polymorphism and CFTR mutation
genotypes among the CF patients is shown in [Table-2]. The
ADRAZ2A gene rs553668 and rs10885122 polymorphism haplotype
groups are described in [Table-3]. There was prevalence to the GA/
GT group, which included 79 (54.86%) patients.

The association of the ADRA2A gene rs10885122 and rs553668
polymorphisms with CF patient clinical variables distributed by
CFTR mutation and haplotype are described in [Table-4].

The association of CF severity with rs553668 polymorphism and
ADRA?2A gene haplotype in regard to the categorical variable with a
positive corrected p-value is demonstrated in [Table-5].

The association of age of diagnosis and the Shwachman-Kulczycki
score with ADRA2A gene rs553668 polymorphism and CF haplo-
type is demonstrated in [Table-6].

Associations were found with the categorical variables: race
[rs553668 polymorphism without taking the CFTR gene into ac-
count (p= 0.002); haplotype group without taking the CFTR gene
into account (p= 0.014)], meconium ileus [rs553668 polymorphism
without taking the CFTR gene into account (p= 0.030), and patients
with two CFTR mutations (p= 0.0012)], BMI [rs553668 polymor-
phism in patients with two CFTR mutations (p= 0.014)], which are

described in [Table-4] and [Table-5]. The association with numerical
data was positive for age of diagnosis [rs553668 polymorphism
without taking the CFTR mutation into account (p= 0.022)]; the
Bhalla score [rs553668 polymorphism in patients with two CFTR
mutations (p= 0.014)]; and the Shwachman-Kulczycki score
[rs553668 polymorphism (p= 0.008) and haplotype (p= 0.050) in
patients with two CFTR mutations].

Table 1- Clinical features of Cystic Fibrosis patients included in the

stud|
Variable mean * SD (range)
Sex - male 48% (86

Caucasian 91.5% (161)°

‘Age 208.64 + 13.85 months (7-833 months)*
BMI - thinness and accentuated thinness 20.69% (36)*

One Class |, Il or lll identified mutation ~ 27.93% (49)*

\Two Class |, Il or lll identified mutations ~ 43.31% (76)*

First clinical manifestation 35.44 + 8.52 months (0-720 months)*
)Age at diagnosis 91.93 + 12.70 months (0-720 months)*
Digestive symptom onset 41.49 £ 9.10 months (0-720 months)*
Pulmonary symptom onset 43.79 + 9.46 months (0-720 months)*
Sp02 94.99 + 0.32 (66-99)"

Bhalla score 8.67 + 049 (0-23)

Kanga score 18.60 + 0.48 (10-40)
Shwachman-Kulczycki score 66.14 + 1.35 (20-95)"

FVC (%) 79.73 +2.05 (19-135)"

FEV: (%) 71.97 +2.39 (17-132)

FEV4/IFVC (%) 83.95 +1.37 (37-137)"

FEF2575% 59.81 +3.11 (5-150)*

Nasal Polyps 19.08% (33)°

Diabetes meliitus 18.50% (32)°

Osteoporosis 16.18% (28)°

Pancreatic insufficiency 80.92% (140y

Meconium ileus 14.86% (26)*

First isolated P. aeruginosa 104.09 + 15.36 months (2-180 months)
P. aeruginosa status * 55.10% (97)

P. aeruginosa mucoid status * 42.00% (74)

B. cepacia status ! 13.60% (24)*

A. xylosoxidans status ! 10.20% (18)*

S. aureus status ! 78.40% (138)*

BMI = body mass index; % = percentage; SpO2 = Transcutaneous
Hemoglobin Oxygen Saturation, FVC = forced vital capacity; FEV1 =
forced expiratory volume in the first second; FEF2s.75= forced expir-

atory flow between 25 and 75% of FVC. 2. Based on 3 consecutive

positive respiratory cultures.

# Percentage (patient number)* :
Continuous variables are expressed as the mean + SD (range)

Discussion

The modifier gene study allows for a better understanding of the
variability of CF severity. Studies on lung disease modifier genes
have been rarely performed because the focus in current studies is
searching for new drugs that are responsive to specific mutations in
the CFTR gene.

Our group has analyzed genes associated mainly with the immune
system in combination with CF clinical severity [4-8], and we have
tried to elucidate how disease variability of the occurs primarily in
regard to the pulmonary phenotype.

Thus, the ADRA2A gene and its polymorphisms (rs553668 and
rs10885122) were selected. These polymorphisms have been asso-
ciated with diabetes mellitus in previous studies because diabetes
mellitus is a CF comorbidity that has increased together with in-
creased life expectancy in CF patients. Moreover, these polymor-
phisms have importance in the immune system, particularly in re-
sponse to bacteria that colonize the airways.

The pancreas is richly innervated by sympathetic neurons and nora-

International Journal of Genetics
ISSN: 0975-2862 & E-ISSN: 0975-9158, Volume 5, Issue 1, 2013

|| Bioinfo Publications ||

111

127



ADRA2A is a Cystic Fibrosis Modifier Gene

drenaline and adrenaline acts to negatively regulate insulin secre-
tion. Catecholamines stimulate a2-ARs that are present in the pan-
creatic islet B cell postsynaptic membrane by blocking insulin re-
. lease and causing hyperglycemia. It has been suggested that in-
creased parasympathetic innervation or an enhanced response of
these receptors or both contributes to the deficient secretory re-
sponse to glucose in type 2 diabetes mellitus (DMII) patients [11].

a2-AR overexpression contributed to DMII development [17]. The
rs553668 polymorphism was associated with DMII risk. The A allele
was associated with a higher fasting blood glucose value compared
with the homozygous G allele, and the same was observed for the
rs553668A/rs10885122T haplotype [25], which is associated with
DMII, an important CF comorbidity.

Table 2- Genotypic characteristic of ADRA2 gene polymorphisms and CFTR gene mutations among Cystic Fibrosis patients

Location

Chromosome position

10925.2

ADRA2, rs553668 10q25.2 3' untranslated region

~
JE

.
g
R

711+1G—T/622-2A>G

o
w
Boamcao@accassaasaawassasasansn,

Variation
intergenic region G>T
A>G

Genotype MAF c? p*
GIG GIT T

17(10.24%)  115(69.28%) 34 (20.48%) 045 26.59 <0.0011
AA AlG GIG

20 (12.99% 18 (11.69%, 0.49

39.55 <0.001!

6.82%
2.84%
2.21%
1.14%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
22.16%
2.84%
0.57%
0.57%
0.57%
0.57%
23.86%

ADRA?2 = Adrenergic receptor alpha 2; CFTR = Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; C = Cytosine; T = Thymine; A = Adenine;
G = Guanine; < = less than; MAF = minor allele frequency; % = percentage; *p = value for Hardy-Weinberg Equilibrium; N = patient number; (-)
CFTR mutation no identified. 1= ADRAZ, rs10885122 and rs553668 polymorphisms are not in Hardy-Weinberg Equilibrium in our sample.

Table 3- rs553668 and rs10885122 polymorphism haplotype groups
in the ADRA2 gene

Frequency?

Haplotype

0 1(0.69%) GG/GG 0
16 (11.11%) GGIGT 0

1(0.69%) GG/TT 0

11.(7.64%) GA/GG 0

79 (54.86%) GA/GT 1

17 (11.81%) GATT 0

1(0.69%) AAIGG 0

11 (7.64%) AAIGT 0

7 (4.86%) AATTT 0

1. ADRB2 polymorphism haplotype groups. The number code was
used to demonstrate the different groups of ADRB2 polymorphism
combinations. 2. Haplotype frequency-patient number (percentage).
3. Genotype groups of rs553668 and rs10885122 ADRB2 polymor-
phisms, respectively. 4. Haplotype group statistical analysis. # Het-
erozygote rs553668 and rs10885122 ADRB2 polymorphisms were
prevalent and used for all of the associations.

a2-AR expression is decreased in the airway by repeated exposure
to allergens and other antigens that are associated with the asthma-

associated decline in lung function and increased bronchocon-
striction [26]. In the respiratory system, a2-AR inhibits smooth mus-
cle tone by partially blocking glutamate release from the axonal
endings. The glutamatergic drive to the vagal preganglionic neurons
that innervate the tracheobronchial system promote the broncho-
constriction reflex [16], thus promoting respiratory system changes.

Flierl and colleagues (2007) verified that enzymes involved in cate-
cholamine tyrosine hydroxylase (HT) and dopamine B-hydroxylase
(DBH) synthesis in macrophages and polymorphonuclear cells
(PMNs) enabled cells to synthesize and degrade adrenaline and
noradrenaline. This synthesis occurred by stimulating the lipopoly-
saccharide (LPS) that is present in bacterial cell walls that is re-
sponsible for infectious processes. The catecholamines acted in a
paracrine manner to stimulate macrophages and PMN a2-ARs [12].
a2-ARs exert important immunomodulatory effects on the antibacte-
rial pulmonary inflammatory response. LPS-induced norepinephrine
levels enhance the expression of receptors that promote proinflam-
matory cytokine (TNF-a, IL-1, IL-6) production by macrophages and
polymorphonuclear cells [15]. While a2-AR stimulation in natural
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killer T lymphocytes promotes anti-inflammatory cytokine (IFN-y In our study, we associated the rs553668 polymorphism and haplo-

and IL-4) synthesis [13]. This exacerbated inflammatory response type analysis with CF clinical variables. This analysis encompassed
causes more injuries and a subsequent decline in lung function [15]. all of the patients including those with two CFTR mutations in clas-
This phenomenon explains the common lung infections in CF. ses|, Il and lIl.

Table 4- Association of the rs10885122 and rs553668 polymorphisms in the ADRA2A gene with clinical variables in Cystic Fibrosis patients
distributed by CFTR mutation and ADRA2A gene haplotype analysis
rs10885122 Haplotype

Sex! 0.085 0.17 0.132 0.264 0.125 0.25 0.463 0.926 0.616 1
Race! 0.204 0.408 0.059 0.118 0.001 0.002 0.296 0.592 0.007 0.014 0.065 0.13
Age' 0.685 1 0.232 0.464 0.055 0.11 0412 0.824 0.695 1 0.117 0.234
Onset of symptoms! 0.512 1 0477 0.954 0.068 0.136 0.122 0.244 0.663 1 0.685 1
Onset of pulmonary disease! 0.801 1 0.953 1 0.102 0.204 0.347 0.694 0.773 1 0.337 0.674
Onset of digestive disease! 0.259 0518 0.488 0.976 0.117 0.234 0.04 0.08 0.194 0.388 0.398 0.796
Diagnosis' 0.804 1 0.205 0.41 0.011 0.022 0.196 0.392 0.872 1 0.411 0.822
BMI! 0.402 0.804 0.323 0.646 0.208 0.416 0.007 0.014 0.835 1 0.028 0.056
Bhalla score? 0.552 1 0.262 0.524 0.945 1 0.571 1 0.282 0.564 0.042 0.084
Kanga score? 0.285 0.57 0.253 0.508 0.837 1 0.955 1 0.293 0.586 0.414 0.828
Shwachman-Kulczycki score? 0.194 0.388 0.308 0.616 0.27 0.54 0.004 0.008 0.043 0.086 0.025 0.05
Nasal polyposis' 0.655 1 0.238 0.476 0.124 0.248 0477 0.354 1 1 1 1
Diabetes melitfus' 0.821 1 0.82 1 0.633 1 0.736 1 0.538 1 1 1
|Osteoporosis' 0.862 1 0.941 1 0.92 1 0.9.66 1 0.29 0.58 1 1
|Meconium ileous! 0.524 1 0.19 0.38 0.015 0.03 0.006 0.0012 0.815 1 1 1
Insufficiency pancreatic! 0.905 1 0.352 0.364 0.728 0.182 0.637 1 0.204 0.408 1 1
Sp02? 0.694 1 0.253 0.506 0.204 0.408 0.139 0.278 0.516 1 0.335 0.67
FVC(%)2 0.081 0.162 0.053 0.106 0.569 1 0.595 1 0.034 0.068 0.019 0.038
FEV:(%)? 0453 0.906 0.18 0.36 0.515 1 0.515 1 0.2 04 0.063 0.126
FEVi/[FVC? 0.904 1 0.944 1 0.32 0.64 0.779 1 0.467 0.934 0417 0.834
FEF25-75%?2 0.777 1 0.502 1 0.52 1 0.522 1 0.622 1 0.159 0.318
1st P. aeruginosa’ 0.323 0.646 0.44 0.88 0.03 0.06 0.23 0.46 0.708 1 0.249 0498
P. aeruginosa mucoid! 0.212 0.424 0.114 0.228 0.118 0.236 0.444 0.888 0.095 0.19 0311 0.622
P. aeruginosa no mucoid! 0.043 0.086 0.615 1 0.622 1 0.886 1 0.028 0.056 0.437 0.874
. xylosoxidans' 0.324 0.648 0.808 1 0.812 1 0.64 1 0.036 0.072 0.531 1
’g. aureus' 0.274 0.548 0.76 1 0.761 1 0.268 0.536 0.297 0.594 0.167 0.334
B. cepacia’ 0.919 1 0.804 1 0.821 1 0.319 0.386 0.648 1 0.365 0.73

ADRA2 = Adrenergic receptor alpha 2; CFTR = Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; BMI = body mass index; SpO2 =
Transcutaneous Hemoglobin Oxygen Saturation; FVC - forced vital capacity; FEV1 - forced expiratory volume in the first second; FEF25.75-
forced expiratory flow between 25 and 75% of FVC. p = p-value of statistical tests. pc = p-value of statistical tests corrected by Bonferroni’s test.
P-values that are significantly different are in bold. 1. Categorical variables-the Fisher test was used. 2. Numerical variables-Student's t-test was
used.

Table 5- Association of Cystic Fibrosis severity with the rs553668 polymorphism and ADRB2 gene haplotype in reference to the categorical
variable with corrected positive

95% Cl
0.256-37.48
1.24-13.86

6
5
2

0.02-0.621

ADRA?2 = Adrenergic receptor alpha 2; CFTR = Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; % - percentage; CI = confidential inter-
val; G = guanine; A = adenine; T = thymine; BMI = body mass index; OR = odds ratio; T = thinness; AT = accentuated thinness; NW = normal
weight; OV = overweight; O = obese. Odds ratio to values with statistical significance is in bold.
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In clinical practice, the association of the rs553668 polymorphism
and both polymorphism haplotypes with the patient's race is not
important, but may be a caveat to the presence of an admixture
. population in our study. Race is associated with polymorphism dis-
tribution, but cannot be a risk factor for CF severity.
No additional diabetes risk factors were observed with the polymor-
phisms; however, the polymorphism rs553668 GG genotype pre-
sented risk factors for diagnosis, minor BMI and higher meconium
ileus frequency. The GA genotype demonstrated higher values for
the Shwachman-Kulczycki score, and the lowest BMI demonstrated
protection.
The time of diagnosis is an important clinical variable because the
diagnosis is made earlier with more severe disease. Patients with
the GG genotype were included in the group with thinness and ac-
centuated thinness together with meconium ileus presence at birth,
which is a severity factor. For this polymorphism, the heterozygote
patients were protected against thinness and accentuated thinness
and had a better Shwachman-Kulczycki score, which is considered
to be a good measure of CF severity [18].
The haplotype that was heterozygous for both polymorphisms was
associated with higher Shwachman-Kulczycki scores and FVC(%)
values, which may be associated with increased polymorphism
homozygosity in the study population, which reduces gravity and is
evidenced by the higher Shwachman-Kulczycki score and FVC
value.

Conclusion

The CF clinical response was associated with ADRA2A polymor-
phisms, especially for the CFTR rs553668 polymorphism and hap-
lotype analysis. The ADRA2A polymorphism analysis must still be
performed in larger populations with complete CFTR mutation char-
acterization, and functional analysis of the ADRA2A protein should
also be considered.

With increased life expectancy, modifier genes that are mainly ac-
tive in CF comorbidities are highlighted; thus, further studies should
be conducted.

Modifier genes also have an important secondary role as mediators
of therapeutic responses and may be important for their correct
function.
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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, o nosso grupo tem analisado genes associados ao sistema imune em
combinacgdo com a gravidade clinica da FC (Faria et al., 2009; Lima et al., 2012; Marson et
al., 2012a, Marson et al., 2012b; Furgeri et al., 2012) e tenta elucidar como a variabilidade

da doencga ocorre principalmente em aspecto pulmonar.

5.1. TCF7L2

Florez e colaboradores (2006) pesquisaram se as duas variantes (rs12255372 e
1s7903146) 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 significativamente o risco de diabetes.

Em 2009, Blackman e colaboradores ja testaram se a historia familiar de diabetes
tipo 2 influencia o risco de diabetes em pacientes com FC em 539 familias num estudo de
familias com irmdos gémeos e nao-gémeos fibrocisticos. Foram avaliados 998 pacientes do
estudo com familias e 802 pacientes fibrocisticos ndo familiares em um estudo caso —
controle. A histéria familiar de diabetes tipo 2 mostra aumentar o risco de DM2 em

pacientes com FC. A variante no gene TCF7L2 associada 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 variagdo no gene 7TCF7L2 aumentou o risco de
diabetes em 3 vezes e diminuiu a idade média do diagndstico da diabetes para 7 anos. Em
pacientes com FC ndo tratados com glucocorticéides sist€émico, o efeito de TCF7L2 foi
ainda maior.

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

Usando um modelo de regressao logistica incorporando ascendéncia
individual, sexo, idade, indice de massa corporale educacdoem 286 pacientes
mexicanos com Diabetes Mellitus tipo 2e 275 controles, Parra e
colaboradores (2007) analisaram os microssatélites DG10S478 no intron 3 e
rs12255372 no intron 4 do gene TCF7L2 e observaram uma associagdo significativa
entre rs12255372 e DG10S478 e Diabetes Mellitus tipo 2.

Mayans e colaboradores (2007) genotiparam 4 SNPs no gene TCF7L2 em 872
pacientes suecos com diabetes tipo 2e 857 controles pareados quanto a idade, sexo e
localizagdo geografica e encontraram novamente a associacao previamente
identificada entre rs12255372 e a doenga.

Miyake e colaboradores (2009) analisaram 5 SNPsno gene TCF7L2 em 2.214
individuos japoneses com diabetes tipo 2 e 1.873 controles e confirmaram associacio
significativa com rs12255372, confirmando que TCF7L2 é um gene de
suscetibilidade importante ~ para diabetes tipo 2 na  populacdo  japonesa. A

associa¢do permaneceu significativa apds ajuste para idade, sexo e IMC.
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Para  encontrar variantes  genéticas que  influenciam  a suscetibilidade a
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 associagdo com o gene TCF7L2.

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 andlise
de 3.757 casos e 5.346 controles adicionais, de outros consorcios internacionais. Os
sinais mais fortes de associacdo de genoma pleno, foram observados para SNPs no
gene TCF7L2.

A consisténcia destes resultados sugeriu que 7CF7L2 € o unico maior efeito de
um SNP comum no tipo de risco de diabetes 2 em populagdes européias.

O genétipo 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 andlise constitui uma boa alternativa para a confirmacao
de pacientes fibrocisticos com risco aumentado de apresentarem a DRFC.

Esperamos que futuros estudos permitam estabelecer todas as possiveis associagoes

que reflitam o perfil proprio da nossa populacao.
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5.2. ADRA2A

Os polimorfismos do gene ADRA2A foram associados com a Diabetes Mellitus em
estudos anteriores, sendo a Diabetes Mellitus uma comorbidade da FC, e isto tem
aumentado com o aumento da expectativa de vida dos pacientes com FC.

O pancreas endocrino € ricamente inervado por nervos simpdticos e tem sido
demonstrado que a noradrelina e adrenalina atuam na regulacido negativa da secrecdo de
insulina. Catecolaminas estimulam a2-ARs presente na membrana pds-sindptica das células
B das ilhotas pancredticas, bloqueando a liberacdo de insulina e provocando hiperglicemia.
Foi sugerido um aumento na inervacdo parassimpatica ou uma melhora na resposta desses
receptores, ou ambos, para uma resposta secretora a glicose deficiente em pacientes com
DM?2 (Devedjian et al., 2000).

H4 uma superexpressao de 02-ARs que contribuiu para o desenvolvimento de DM?2
(Rosengren et al., 2010).

Em nosso estudo, encontramos associa¢do do polimorfismo rs553668 e analise dos
haplétipos com as varidveis clinicas da FC. Esta andlise abrangeu todos os pacientes,
inclusive aqueles com duas mutagdes classes I, II ou III no gene CFTR.

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
(Talmud etz al., 2011).

A expressdao de 02-AR é diminuida nas vias aéreas devido a exposi¢do repetida a
alérgenos e outros antigenos associados ao declinio da fun¢do pulmonar e ao aumento da

broncoconstri¢do em pacientes com asma (Vaielancourt et al., 2012).
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No sistema respiratorio, a a2-AR inibe a tonicidade do musculo liso, bloqueando
parcialmente a liberacdo de glutamato nas terminagdes axonais. Essa liberacdo de
glutamato nos neurdnios pré-ganglionares que inervam o sistema traqueobronquial
promove o reflexo de broncoconstri¢do, 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 (HT) e dopamina B-hidroxilase (DBH), em
macrofagos e células polimorfonucleares (PMNs), torna as células capazes de sintetizarem
e degradarem 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 acdo pardcrina, estimulando
as 02-ARs de macréfagos e PMNs.

As 02-ARs exercem efeito imunomodulador importante na resposta inflamatoria
dos pulmdes contra as infeccdes bacterianas. Niveis aumentados de noradrenalina por
estimulacdo por LPS aumentam a expressdo de tais receptores que promovem a producao
de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6) por macréfagos e células
polimorfonucleares (Ying et al., 2011). A estimulacdo do a2-ARs em linfécitos NKT
(Natural Killer T) leva a sintese de citocinas anti-inflamatdrias (IFN-y e IL-4) Bao et al,,
2007). A resposta inflamatdria exacerbada provoca mais lesdes com posterior declinio na
funcdo pulmonar (Ying et 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.
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As células das ilhotas pancredticas 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 reducdo da insulina
em jejum, bem como uma secre¢do diminuida e lenta em resposta a glicose oral. Em uma
analise de caso-controle de 3.740 ndo-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 associacao do polimorfismo rs553668 e haplotipos
com as varidveis clinicas da FC. As anélises foram feitas levando em conta todos os
pacientes ou o grupo de pacientes com duas mutacOes em CFTR identificadas (classe I, Il e
II1).

A associagdo do polimorfismo rs553668 e dos hapldtipos para ambos os
polimorfismos, com a raca do paciente é complexa, levando-se em conta a miscigenacao
populacional no nosso estudo. A raca € um fator associado a distribui¢do de polimorfismo,
mas nao pode ser um fator de risco para gravidade da FC.

Para a diabetes, nenhum fator de risco adicional para a presenca dos polimorfismos
foi observado, no entanto, o genétipo GG do polimorfismo rs553668 apresenta associagao
com a idade no momento do diagndstico, menor IMC e maior frequéncia para {leo
meconial. O genétipo GA apresenta maiores valores para Escore de Shwachman-Kulczycki

e protecao contra um IMC menor.

124



O tempo do diagndstico é uma importante varidvel clinica, sendo que nos casos com
evolucdo mais grave da doenga, o diagndstico € precoce. Ao mesmo tempo, os doentes com
gendtipo 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, os pacientes heterozigotos apresentam protecao contra
magreza e magreza acentuada, e valores melhores para o escore de Shwachman-Kulczycki,
que € considerado um bom escore para avaliar a gravidade da FC (Santos et al., 2004).

O haplétipo 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

O alelo T, do polimorfismo rs12255372, foi o mais frequente.

O polimorfismo rs12255372, no gene TCF7L2, 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 gene TCF7L2 no 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 haplotipos diferentes na amostra de pacientes fibrocisticos
utilizando os polimorfismos rs10885122 e rs553668 e o haplotipo GT/AG foi o que
apresentou maior frequéncia.

A resposta clinica da FC foi associada aos polimorfismos do gene ADRAZ2A,
especialmente o polimorfismo 1s553668 e a andlise de haplotipos, considerando as
mutagdes no gene CFTR. Portanto, os polimorfismos rs553668 e rs10885122 no gene
ADRAZ2A parecem ser moduladores da gravidade da FC em nossa amostra.

A andlise dos polimorfismos do gene ADRA2A ainda deve ser realizada em
populacdes maiores, com completa caracterizacdo das mutacdes no gene CFTR e também

deve ser considerada a andlise funcional da proteina ADRAZA.
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8.1.

Parecer do comité de ética em pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 09/08/08.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 528/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0422.0.146.000-08

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA PRESENCA DE POLIMORFISMOS NOS GENES
MODIFICADORES ACE, GCLC, GST (M1, T1 E P1) E NOS-1 EM PACIENTES COM
FIBROSE CISTICA E SUA ASSOCIACAO COM A GRAVIDADE APRESENTADA NO
QUADRO CLINICO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernando Augusto de Lima Marson

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 08/07/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/07/09 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Averiguar a prevaléncia de determinados polimorfismos nos genes modificadores ACE,
GCLC, GST e NOS-1, em pacientes com fibrose cistica com diagnodstico conhecido para as
mutagdes no gene CFTR, e correlacionar os dados assim obtidos com as mutagdes nesse gene e
em relagdo ao quadro clinico dos pacientes.

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo transversal do tipo analitico. O trabalho sera desenvolvido no
Laboratorio de Genética Medica da FCM/UNICMAP em associagdo com o Ambulatério de
Pediatria do Hospital das Clinicas/UNICAMP. Pretende-se identificar polimorfismos dos genes
modificadores em 70 pacientes do Ambulatério de Pediatria/HC que apresentam resultados
alterados em pelo menos dois teste do suor (um teste especifico para diagndstico de fibrose
cistica caracterizado pela dosagem de cloreto no suor), com valores de cloro superiores a 60
mEq/L e que apresentam duas mutagdes no gene CFTR, conhecidas. Serdo excluidos do estudo
pacientes que ndo se enquadrem no critério acima e aqueles cujos pais ndo concordarem com a
participagdo no estudo. A pesquisa se baseara na obtengdo do DNA de leucdcitos a partir da
coleta de sangue periférico dos pacientes, amplificagdo génica do mesmo por PCR, identificagdo
das mutagdes do gene CFTR e dos polimorfismos nos genes modificadores, bem como na
caracterizagio do comprimento pulmonar e digestivo. O estado geral dos pacientes sera
analisado através do Escore de Shwachman e serdo feitas correlagdes entre os genodtipos dos
genes modificadores com o indice de massa corporal, sexo e raga. A metodologia proposta é
adequada e esté baseada na literatura recente na area do projeto. As condigdes a serem usadas no
estudo bem como os critérios de inclusdo/exclusdo sdo estabelecidos adequadamente.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A proposta de trabalho esta baseada na literatura recente. Os procedimentos estdo
descrito com clareza e sdo adequados a proposta do estudo. Os riscos e desconfortos associados a
pungio venosa sdo minimos. Foi apresentado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que
esta adequado aos propdsitos desde estudo. Foi apresentado um valor de orgamento total de R$
30.000,00. O projeto prevé o armazenamento de material biologico humano.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e suas complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢gdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, assim como todos os anexos incluidos, bem como ter
aprovado a dispensa do Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, da Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apOs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
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centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de julho de 2008.

rof. Dr. Sebastido Aratijo
VICE-PRESIPENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
/ FCM / UNICAMP
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CEP, 25/08/09.
(PARECER CEP: N° 528/2008)

PARECER

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA PRESENCA DE POLIMORFISMOS NOS GENES
MODIFICADORES ACE, GCLC, GST (M1, T1 E P1) E NOS-1 EM PACIENTES
COM FIBROSE CiISTICA E SUA ASSOCIACAO COM A GRAVIDADE
APRESENTADA NO QUADRO CLINICO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernando Augusto de Lima Marson

II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o Adendo que inclui 156 pacientes acompanhados no Ambulatério
de Insuficiéncia Respiratéria Cronica da UNICAMP e altera o titulo para:
“ASSOCIACAO DA GRAVIDADE DA FIBROSE CISTICA COM O0S
POLIMORFISMOS NOS GENES MODIFICADORES AC, GCLC, GST (M1, Tl, E
PI) E NOS-I”, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.

Homologado na VIII Reunido Ordjnaria do CEP/FCM, em 25 de agosto de 2009.

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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